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RESUMO

COUTINHO JUNIOR. Raimundo. Perfil de ativacao dos linfocitos T de pacientes com
mielopatia associada ao virus linfotropico das células T humanas do tipo 1 (HTLV-
1) / paraparesia tropical espastica (HAM/TSP) possivel, provavel e definido. Tese
(Doutorado) — Fundagdo Oswaldo Cruz, Instituto de Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador,
2013.

O virus linfotrépico das células T humanas do tipo 1 (HTLV-1) é o agente etioldgico da
mielopatia associada ao HTLV / paraparesia espastica tropical (HAM / TSP ), que ocorre
em menos de 5 % dos individuos infectados. A resposta imune controla parcialmente a
infeccdo, porém pode estar ligada a patogénese da doenca. O objetivo deste estudo foi
caracterizar fenotipicamente as subpopulacdes de linfocitos T, em pacientes
assintométicos e com diagnostico de HAM/TSP. Foram avaliados 103 pacientes
acompanhados no Centro de HTLV da Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica
(EBMSP) e 19 controles ndo infectados. Os pacientes foram categorizados de acordo com
0 grau de certeza do diagnostico de HAM/TSP: possivel (Ps), provavel (Pb) e definido
(D), além de pacientes assintomaticos (ASS). O perfil fenotipico (CD25, CD45RA,
CD45R0, HLA-DR, CD25, CCR-7, CD62L) das subpopulacdes de linfocitos T CD4+ e
T CD8+ e a expressao da proteina Tax de FoxP3 na subpopulacdo T CD4+ foram
avaliados por citometria de fluxo. A carga proviral do HTLV foi quantificada por reacédo
em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real. As propor¢des dos linfécitos TCD4 HLA-
DR* e TCD8*HLA-DR foram significativamente maiores nos pacientes com HAM/TSP
Ps, Pb e D comparados aos controles ndo infectados (p=0,003). Comparando-se 0 grupo
de infectados, as proporc¢des de linfocitos TCD4+ e TCD8+ expressando HLA-DR foram
significantemente maiores em pacientes com HAM/TSP-Ps e D comparados a pacientes
assintomaticos (p<0,0001). Além disso, houve uma correlacdo positiva entre
porcentagem de linfécitos T CD4+ HLA-DR+ e a carga proviral (r=0,5, p=0,0003). As
proporcoes de linfocitos T CD4+CD25+ foram maiores nos pacientes com HAM/TSP D
comparados aos controles ndo infectados. Observou-se um aumento na proporcéo de
células reguladoras (T CD4+FOXP3+) nos individuos assintomaticos e nos pacientes
com HAM/TSP-D comparados a individuos ndo infectados (p=0,04). A carga proviral
HTLV-1 foi maior no grupo de pacientes HAM/TSP-D do que em pacientes
assintomaticos (p=0,0001). Observa-se uma diferenca estatistica entre a proporcao de
células CD4"TAX™ dos individuos assintomaticos (0,26%) e os pacientes HAM/TSP-Ps
(5,26%) (p=0,04). Em concluséo, os pacientes com HAM/TSP Ps, Pb e D apresentam um
perfil fenotipico de ativagdo celular, comparados aos controles ndo infectados. Além
disso, os pacientes com HAM/TSP Pb e D apresentam maior expressao de HLA-DR nas
subpopulaces de linfocitos T CD4+ e T CD8+, comparados aos assintomaticos,
indicando um perfil imunologico semelhante nestes dois subgrupos de pacientes.

Palavras chave: HTLV, carga proviral, HAM/TSP, linfécitos T CD4+, ativacao.



ABSTRACT

COUTINHO JUNIOR. Raimundo. Activation profile of T-lymphocytes from patients
with lymphotropic virus-associated myelopathy human T cell type 1 (HTLV-1) /
tropical spastic paraparesis (HAM / TSP) possible, probable and definite. Tese
(Doutorado) — Fundacao Oswaldo Cruz, Instituto de Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador,
2013.

The human T-cell lymphotropic virus type 1(HTLV-1) is the etiological agent of HTLV-
associated myelopathy/ Tropical spastic paraparesistHAM/TSP), wich occurs in less then
5% of the infected individuals. The immune response partially controls the infection, but
may be linked to the pathogenesis of disease. The aim of this study was to characterize
phenotipically T lymphocyte subpopulations in asymptomatic and in patients diagnosed
with HAM/TSP. We evaluated 103 patients treated at the center for HTLV of Bahia
School of Medicine and Public Health (EBMSP) and 19 uninfected controls. Patients
were categorized as asymptomatic and according to the degree of certainty of the
diagnosis of HAM/TSP: Possible(Ps), Probable(Pb) and Definite(D). The phenotypic
profile (CD25, CD45RA, CD45R0, HLA-DR, CCR-7, CD62L) subpopulation of CD4*
and CD8" T Cells and expression of the protein Tax and Foxp3 in the subpopulation CD4*
T cells were evaluated by flow cytometry. The HTLV proviral load was quantified by
polymerase chain reaction (PCR) in real time. The proportions of CD4* and CD8*
expressing HLA-DR* were significantly higher in patients (p<0.0001). In addition there
were a correlation between CD4" HLA-DR* or CD8" HLA-DR' and the proviral
load(R=0,5;p<0,0001). The proportions of CD4"CD25" were higher in patients with
HAM/TSP D compared to infected controls. There was an increased proportion of
regulatory cells (CD4"Foxp3*) of asymptomatic individuals and patients HAM/TSP D,
compared to the uninfected individuals (p=0.04).

. There is a statistical difference between the proportion of CD4+TAX+ asymptomatic
individuals (0.26%) patients and HAM/TSP-Ps (5.26%) (p = 0.04 ) . In conclusion,
patients with HAM/TSP Ps, Pb and D exhibit a phenotypic profile of cell activation,
compared to uninfected controls. In addition, patients with HAM/TSP Pb and D show
higher expression of HLA -DR in subpopulations of T lymphocytes CD4" and CD8" T
cells, compared to asymptomatic, indicating an immunological profile similar in both

groups of patients .

Keywords: HTLV, proviral load, HAM/TSP, T CD4+ lymphocytes, activation.
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1.0 INTRODUCAO

1.1 VIRUS LINFOTROPICO DE CELULAS T HUMANAS DO TIPO 1 (HTLV-1)

O primeiro retrovirus humano a ser identificado foi isolado no inicio da década de
1980, quando Robert Gallo e seus colaboradores isolaram o virus linfotropico de células
T humanas (HTLV-1) a partir de células um paciente com linfoma cutaneo de células T
(POIESZ et al., 1980). Pesquisadores japoneses descreveram uma leucemia encontrada
predominantemente no Sudeste do Japdo, denominada de leucemia de células T do adulto
(ATL) (UCHIYAMA et al., 1977) e posteriormente um retrovirus foi isolado de células
de pacientes com este tipo de leucemia e denominado de virus da leucemia de células T
do adulto (ATLV) (HINUMA, 1982). Analises comparativas dos isolados ATLV e HTLV
demonstraram tratar-se de um mesmo virus, 0o HTLV-1 (WATANABE et al., 1984).

O HTLV-2, foi identificado em 1982, numa linhagem de células T imortalizadas
de um paciente com tricoleucemia (KALYANARAMAN et al., 1982). Mais de vinte anos
depois, foram isolados outros tipos virais descritos como HTLV-3 e HTLV-4 de
individuos na Africa Central (WOLFE et al., 2005).

O HTLV-1 pertence a familia Retroviridae, sub familia Orthoretrovirinae, Género
Deltaretrovirus. Trata-se de um virus envelopado, que apresenta as proteinas de superficie
(gp46) e transmembranares (gp21), codificadas pelo gene env (Figura 1). Seu capsideo,
de forma icosaedrica, € composto pelas proteinas p15, p24 e p19, codificadas pelo gene
gag. O capsideo abriga 0 genoma viral composto por duas fitas simples de RNA, e as

enzimas transcriptase reversa e integrase (YOSHIDA, 2001).

transcriptase Reverse

Proteinas do MHC (pS35)

Figura 1. Estrutura do HTLV-1.
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O genoma do HTLV-1 (Figura 2), como todos os retrovirus, contém o0s genes
estruturais gag, pol e env flanqueados por duas regides repetidas, chamadas de LTR (long
terminal repeats). Existem quatro fases de leitura abertas (ORFs) I, 11, 111 e IV localizadas
na regiao 3’LTR. As ORFs III e IV codificam os genes regulatorios tax e rex e os genes
acessorios p12/p8 codificados pela ORF | e p30/pl3 codificados pela ORF IlI.
Recentemente, uma nova proteina viral foi identificada, o fator de leucina ziper (HBZ)
codificada pela ORF que se localizada entre os genes env e tax/rex (HIVIN et al., 2004).

[ gag I pol ] env [ (.4 |

sicearoz | e——1 L
Unspliced HBZ <

Figura 2. Diagrama esquematico do Genoma do HTLV-1

s'LTR  |U3|[RU

A proteina viral TAX é um ativador da transcricdo do HTLV-1 a partirda LTR, e
tem funcbGes multiplas como: ativar ou reprimir a transcricdo de alguns genes celulares,
inibir proteinas supressoras de tumores, alterar o ciclo celular e reprimir genes supressores
da apoptose e do reparo do DNA. TAX pode influenciar a expressdo de genes que
relacionados com a proliferacdo celular como os protooncogenese: c-fos, c-myc e erg, 0s
genes de citocinas e seus receptores: interleucina (IL) IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, IL-2Ra, fator
de crescimento derivado de plaqueta (PDGF), fator estimulante de colOnias de
macrofago-granulocitos (GM-CSF), fator transformador de crescimento B (TGF-p),
proteina relacionada ao horménio de paratireoide (PTHrP), vimentina (proteina do
citoesqueleto), moléculas do complexo principal de histocompatibilidade de classe |
(MHC-I), fator nuclear k de células B (NF-xB) e fator de necrose tumoral (TNF- a)
(FRANCHINI et al., 1984). A proteina TAX pode estar implicada na patogénese das
doencas associadas ao HTLV-1, como sera discutido posteriormente.

Rex é outra importante proteina regulatéria que atua nos eventos poés-
transcricionais dos principais genes virais. Rex favorece a traducdo dos RNAm que néo

sofrem processamento (unspliced) Gag/Pro/Pol, os que sofrem um Unico processamento
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(single spliced) Env, e os que sofrem dois processamentos (doublespliced) TAX e Rex
(FRANCHINI et al., 1984).

Trabalhos recentes apontam a importancia da proteina HBZ (MATSUOKA
GREEN, 2009). Essa proteina foi primeiramente descrita em pacientes com linfoma
leucemia de células T do Adulto (ATLL) induzindo o aumento da proliferacdo celular
além de estar relacionada com aspectos importantes da patogénese da leucemia
(ARNOLD et al., 2006; SATOU, 2012). Na HAM/TSP, a expressdo de HBZ esta
associada com o aumento da carga proviral e a gravidade da doenca. (SAITO et al., 2009;
USUI et al., 2008).

Existem quatro proteinas virais acessorias: p12, p27, p13 e p30 que sdo igualmente
implicadas no desenvolvimento de doencas associadas ao HTLV-1. Estas proteinas
podem contribuir para maior infectividade viral, aumento da carga proviral, ativacdo das
células do hospedeiro e regulacdo da transcricdo génica. A proteina p12 localiza-se no
reticulo endoplasmatico ligando-se as proteinas calreticulina e calnexina (BINDHU et al.,
2004). A p12 associa-se as cadeias do complexo principal de histocompatibilidade (HLA)
de classe | diminuindo a expressdo destas moléculas na superficie celular, favorecendo
assim o escape do virus ao reconhecimento por linfocitos T CD8+ citotoxicos. Outra
funcgéo importante da p12 é promover a ativacéo de linfocitos T por aumentar a produgdo
de IL-2, como descrito nas células T de linhagem (Jurkat) e em linfécitos primarios
(BINDHU et al., 2004).

Em relacdo as doencas associadas a infec¢do pelo HTLV-1, inicialmente, o virus
foi associada ao desenvolvimento da leucemia/ linfoma de células T de adulto ATLL
(Adult T-cellleukemia/lymphoma-ATL) (POIESZ et al., 1980). O HTLV-1 é reconhecido
igualmente como o agente etiolégico de uma sindrome neuroldgica denominada
mielopatia associada ao HTLV/ paparesia espastica tropical (HAM/TSP) e da uveite
associada ao HTLV (GESSAIN, 2012; MOCHIZUKI et al., 1996) e da dermatite
infectiva (LA GRENADE, 1996). Além disso, a infec¢do pelo HTLV-1 esta associada a
doencas inflamatorias, incluindo artrites (IJICHI et al., 1993), polimiosites (MORGAN
et al., 1989) e a Sindrome de Sjogren (EGUCHI et al., 1992; EGUCHI et al., 1995) e
ceratoconjuntivite seca (MERLE et al., 1999; MERLE et al.,, 1994). Uma maior
prevaléncia de doencas infecciosas como estrongiloidiase (GOTUZZO et al., 1996;
NAKADA etal., 1984), escabiose (BLAS et al., 2005; BRITES et al., 2002) e tuberculose
em individuos infectados pelo HTLV-1(VERDONCK et al., 2007) tém sido encontrada
em individuos infectados pelo HTLV-1 comparados aos ndo infectados.
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Estima-se entre 10 a 20 milhdes o nimero de individuos infectados pelo HTLV-
1, a maior parte deles agrupados em regides do Jap&o, Caribe, Africa e América Latina.
O Brasil tem 0 maior nimero absoluto de individuos infectados (GESSAIN, 2012). Assim
como em outros locais do mundo, no Brasil, a prevaléncia da infeccao pelo HTLV-1 varia
consideravelmente em diferentes localidades e em diferentes grupos (CATALAN-
SOARES et al., 2005). Um estudo multicéntrico realizado em doadores de sangue no
Brasil envolvendo cinco capitais de quatro regides, estimou uma prevaléncia de 1,38%
para esta infeccdo em Salvador como a maior do pais (GALVAO-CASTRO et al., 1997).
E importante ressaltar que, além da Bahia, outros estados como o Para e o Maranh&o
apresentam elevadas taxas de prevaléncia, maior que 9/1000 individuos doadores de
sangue (CATALAN-SOARES et al., 2005). No ano de 2003, Dourado e colaboradores
publicaram um estudo de base populacional que estimou a prevaléncia do HTLV-1 em
Salvador em cerca 1,8% (DOURADO et al., 2003). Este mesmo estudo também revelou
caracteristicas epidemioldgicas observadas em outras locais do mundo, como 0 aumento
da prevaléncia com a idade e a maior frequéncia desta em mulheres. No grupo com idade
acima de 50 anos a prevaléncia de infeccdo por HTLV-1 é de cerca de 10% em mulheres
e 8% em homens. Além disso, Dourado e colaboradores (2003) também revelaram a
maior frequéncia desta infeccdo em individuos com baixa renda.

As principais vias de transmissdo do HTLV-1 s&o a sexual; a vertical, em especial
pelo aleitamento materno e a via parenteral, através do compartilhamento de seringas e
agulhas por usuarios de drogas injetaveis e hemoderivados (MANNS et al., 1992;
URETA-VIDAL et al., 1999)

1.2 RESPOSTA IMUNE NA INFECCAO PELO HTLV-1

Sabe-se que o HTLV-1 infecta preferencialmente linfocitos TCD4+ de memoria
(CD45R0) e promove uma infecgdo cronica e persistente. Outras células também sdo
alvo do HTLV-1 como células dendriticas, macrofagos, linfocitos B e linfocitos TCD8+
(CHEN et al., 1983; RICHARDSON et al., 1990; YAMANO et al., 2004) (DE REVEL
et al., 1993; KNIGHT et al., 1993). O HTLV-1 promove a proliferacdo espontanea de
linfécitos T CD4+, T CD8+, e células NK (MASCARENHAS et al., 2006; NORRIS et
al., 2010; PRINCE et al., 1995)
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Uma resposta imune humoral e celular é desencadeada em resposta a infecao viral,
porém ela é pouco efetiva para o controle da infec¢éo. O papel da resposta imune humoral
ndo estd claramente estabelecido. Elevados titulos de anticorpos estdo relacionados a
elevada carga proviral e ao desenvolvimento HAM/TSP (BANGHAM, 2005). Sabe-se
que esta resposta é inicialmente direcionada a proteina Gag. Apds alguns meses de
infeccdo, os anticorpos especificos sdo dirigidos contra as proteina do envelope viral e a
proteina TAX (KANNAGI et al., 1991; PARKER et al., 1992; ELOVAARA et al., 1993;
PIQUE et al., 1996).

Uma resposta celular é mediada por linfocitos T CD4+ auxiliares (Th) e T CD8+
citotoxicos (CTL) especificos para peptideos virais. As células Th do tipo 1 produzem
citocinas pro-inflamatorias como interferon (IFN), fator de necrose tumoral (TNF-o) e
interleucina (IL) 1. As células T CD4+ Th2 produzem as citocinas IL-4, IL-5 e IL-10 e

sdo responsaveis pela ativacao e producdo de anticorpos pelos linfécitos (TR et al., 1986)

Durante a fase cronica da infeccdo pelo HTLV-1, os CTL mantém-se
cronicamente ativados em resposta ao virus. Eles reconhecem epitopos especificos da
proteina regulatoria TAX do HTLV expressos em células T CD4+, o alvo dominante da
acao destas células. Em menor proporcao ocorre o reconhecimento aos epitopos em Gag,
Env e Pol. Entretanto, esta resposta além de destruir as células infectadas pelo virus, pode
contribuir para o dano tecidual resultante da resposta inflamatoéria. Niveis elevados de
CTL no sangue periférico, no liquor e no infiltrado da medula de pacientes com
HAM/TSP e a auséncia de forte resposta CTL especifica, especialmente CTL anti-TAX,
em individuos assintomaticos, reforcam a ideia da contribuicdo destes linfocitos na
patogénese da HAM/TSP (BARMAK et al., 2003.; BIDDISON et al., 1997). Por outro
lado, outros autores sugerem que CTL pode ter um papel fundamental na reducéo da carga
proviral do HTLV-1, diminuindo assim o risco de desenvolvimento de doencas
inflamatérias, como HAM/TSP (HANON, 2002).

Outros fatores do hospedeiro como o haplotipo HLA influenciam na progresséo
da doenca (BARMAK et al., 2003). Estudos mostraram que individuos assintomaticos
infectados pelo HTLV-1 que expressam HLA-A*2 e/ou HLA-Cw*08, tém uma menor
carga proviral e um menor risco de desenvolver HAM/TSP (JEFFERY et al., 2000;
JEFFERY et al., 1999). Ou seja, a presenca ou auséncia desses alelos podem influenciar

a carga proviral em individuos infectados ou com manifestagdes clinicas, como
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HAM/TSP, artrite, uveite e acometimento pulmonar (JEFFERY et al.,, 1999;
SUGIMOTO et al., 1993; YAKOVA et al., 2005).

1.3 DIAGNOSTICO CLINICO E LABORATORIAL DA HAM/TSP

Como exposto anteriormente, o0 HTLV-1 estd reconhecidamente associado ao
desenvolvimento de ATLL, HAM/TSP e uveite. Embora essas doencas sejam descritas,
a maioria dos individuos infectados (95-98 %) permanece assintomatica. No entanto, este
classico conceito estd sendo revisto em estudos recentes, demostrando que 0s pacientes
assintomaticos para estas patologias apresentam outras manifestacdes neuroldgicas
(POETKER et al., 2011), alteracGes urinarias e disfuncdo erétil que podem estar
relacionadas a uma mielopatia inicial (CASKEY et al., 2007; POETKER et al., 2011)

A HAM/TSP é uma doenca inflamatoria crdnica e progressiva que acomete
segmentos toréacico e lombar da medula espinhal (YOSHIOKA et al., 1993) E mais
frequente em mulheres na quarta década de vida. Caracteriza-se como uma doenca
debilitante por uma mielopatia lentamente progressiva, tendo como consequéncia a
paraparesia dos membros inferiores (OSAME et al. 2002; OSAME et al., 1988).
Anormalidades sensoriais periféricas, dor lombar persistente, hiperreflexia, disfuncdo da
bexiga e do intestino e impoténcia sexual sdo outros sinais relacionados a doenca. A
prevaléncia da HAM/TSP é de 1 a 5 % em pacientes infectados pelo virus, sendo
considerada uma doenca rara (KAPLAN et al., 1990). O diagndstico da HAM/TSP é
baseado nos critérios da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estabelecidos em 1989
(Tabela 1). Estes critérios incluem uma extensa lista de sinais e sintomas, além de exames
complementares como avaliacdo do liquor cefalorraquidiano a fim de confirmar a
etiologia viral, alem de exames de imagem. Assim, a HAM/TSP é um diagnostico de
exclusdo, pois outras causas de mielopatia devem ser excluidas. Estes exames podem ser

de dificil realizacdo em paises de recursos limitados.



Tabela 1.Critérios da OMS para o diagnéstico da HAM/TSP.
Adaptado: OMS, 1989
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I.Critérios clinicos

O quadro clinico florido de paraparesia espastica crénica ndo € primeiramente
apresentado pelo paciente.

Um dnicosintoma ou sinal fisico pode ser a Unica evidéncia de inicio de
HAM/TSP.

A. Incidéncia por idade e sexo
Mais frequentemente esporadica em adultos. As vezes familiar, ocasionalmente
visto emcriancas; predominante em mulheres.

B. Instalacdo
Geralmente insidioso, mas pode ser subita.

C. Principais manifestacfes neuroldgicas

1. Paraparesia espasticacronica que normalmente progride de forma lenta, as vezes
permanece inalterada apds progressdo inicial.

2. A fraqueza dos membros inferiores, de predominio proximal.

3. Disturbio vesical geralmente é uma caracteristica precoce. Constipacdo
intestinal ocorre mais tardiamente; impoténcia ou diminuicdo da libido séo
frequentes.

4. Sintomas sensoriais como formigamento, agulhadas, queimacéo, etc. sdo mais
proeminentes que sinais fisicos objetivos.

5. Dor lombar baixa com irradiacdo para membros inferiores é comum.

6. Sensibilidade vibratoria é freqlientemente comprometida que proprioceptiva.

7. Hiperreflexia dos membros inferiores, frequentemente com o clonus e sinal de
Babinski.

8. Hiperreflexia de membros superiores; sinais Hoffmann e de Tromner
freqlientes;a fraqueza pode estar ausente.

9. Reflexo mandibular exagerado em alguns pacientes.

D. Achados neurolégicosmenos frequentes
Sinais cerebelares, atrofia dptica, surdez, nistagmo, déficits de outros de nervos
cranianos, tremores de mao; ausente ou diminui¢do do reflexo de aquileu.
Crises  convulsivas, = comprometimento  cognitivo, deméncia  ou
comprometimento da consciéncia séo raros.

E. outras manifestacdes neuroldgicas que podem ser associadas com
HAM/TSP
Atrofia muscular, fasciculagdes (raras), polimiosite, neuropatia periférica,
poliradiculopatia, neuropatia craniana,meningite, encefalopatia.

F. ManifestacGes ndo neurologicas sistémicas podem ser associadas com
HAM/TSP

Alveolite pulmonar, uveite, sindrome de Sjogren, artropatia, vasculite, Ictiose,
crioglobulinemia, gamopatia monoclonal, , leucemia/linfoma de células Tdo
adulto.

I1.Diagnostico laboratorial
A. presenca de anticorpos de HTLV-1 ou antigenos no sangue e no liquido
cefalorraquidiano (LCR).

B. LCR pode mostrar pleocitose linfocitaria moderada.

C. Linfocitos lobulados podem estar presentes no sangue e/ou LCR.

D. Pode ocorrer hiperproteinorraquialeve a moderada no LCR.

E. Isolamento viral \quando possivel no sangue e/ou LCR.
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Em 2006, um grupo de pesquisadores liderados por De Castro-Costa,
estabeleceram novos critérios para o diagndstico da HAM/TSP baseados no status clinico
dos pacientes, uma vez que, frequentemente, existe a suspeita desta manifestagdo, mas
ndo ha o preenchimento de todos os critérios determinados pela OMS (DE CASTRO-
COSTA etal., 2006). Apds realizar uma revisdo na literatura para determinar a frequéncia
com a qual cada item das diretrizes da OMS era citado na descri¢do de casos clinicos, 0s
autores propuseram uma nova classificacdo, denominado Critérios de Belém, com trés
niveis de diagnostico de acordo ao grau de certeza em relacdo ao estabelecimento da
HAM/TSP: possivel, provavel e definitivo (Tabela 2).

Tabela 2. Critérios de diagnoéstico da HAM/TSP segundo os critérios de De Castro

Costa.

Diagnostico de

Descricao
HAM/TSP

Paraparesia espéstica progressiva ndo remissiva e incapacitante,
suficiente para ser percebida pelo paciente. Sintomas sensitivos podem
ou ndo estar presentes. Quando presentes, permanecem de forma sutil
e sem nivel sensitivo. Sinais ou sintomas dos esfincteres anal e urinario
podem ou ndo estar presentes. Presenca de Anticorpos anti-HTLV-1
no soro ou liquor confirmado por western blot e/ou PCR positivo para
HTLV-1 no sangue periférico e/ou liquor;

Definido

Provavel Apresentacdo monossintomatica: espasticidade ou hiperrreflexia nos
membros inferiores ou sinal de Babinski com ou sem sinais sensitivos
leves ou bexiga neurogénica isolada confirmada por teste urodinamico;
Presenca de Anticorpos anti-HTLV-1 no soro ou liquor confirmado por
western blot e/ou PCR positivo para HTLV-1 no sangue periférico e/ou
liquor;

Excluséo de outras doencas que poderiam se assemelhar a HAM/TSP

Apresentacéo clinica completa ou incompleta;

Possivel Presenca de Anticorpos anti-HTLV-1 no soro ou liquor confirmado por
western blot e/ou PCR positivo para HTLV-1 no sangue periférico e/ou
liquor;

Né&o excluséo de outras condicbes que se assemelham a HAM/TSP.

Adaptado: De Castro Costa, 2006
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1.3.1. Imunopatogénese da HAM/TSP

O desencadeamento de uma resposta inflamatoria cronica e a desmielinizacao da
medula espinhal toracica, ou mais raramente cervical, sdo os principais eventos da
patogénese da HAM/TSP.

Trés hipoteses sdo propostas para explicar a destrui¢do da mielina resultando na
HAM/TSP: a citotoxidade direta, a autoimunidade e o efeito bystander (NAKAMURA,
2000; OSAME, 2002; TAYLOR, 1998)

A citotoxidade direta diz respeito a capacidade do sistema imunoldgico identificar
e destruir as células infectadas pelo virus, principalmente as células infectadas do sistema
nervoso central como oligodendrdcitos, neurbnios e astrocitos, que expressam em sua
superficie antigenos virais. Desse modo, os linfocitos TCD8+ atravessariam a barreira
hemato-encefalica contribuindo para o dano tecidual resultante da resposta inflamatdria.
O papel das células citotoxicas pode ser evidenciado devido a alta propor¢do dessas
células no sangue periférico, no liquor e nas regides onde existem lesdo da medula
espinhal em pacientes com HAM/TSP (ASQUITH et al., 2005; 1IZUMO, 2010).

A segunda hipotese, a autoimunidade, diz respeito ao mimetismo entre proteinas
virais e antigenos proprios da medula, que levariam a um estado de autoimunidade. Pode-
se citar as riboproteinas nucleares hnRNP-A1 e hnRNP-A1B, que apresentaram reacgdo
cruzada com anticorpos anti-TAX. Ou seja, as células TCD4 ao atravessarem a barreira
hemato-encefalica encontrariam uma célula neuronal e a reconheceria como uma célula
infectada, resultando na lise da célula neuronal ndo infectada.

Por ultimo, o efeito bystander poderia ser explicado pela migracao de linfocitos
TCD4+ infectados pelo HTLV-1 e de linfocitos TCD8+ especificos de epitopos virais-
através da barreira hemato-encefalica. As células da glia seriam destruidas pelo efeito das
citocinas pro-inflamatorias liberados pelos CTL contra as células TCD4+ infectadas. De
fato, parece que os trés mecanismos podem estar ocorrendo a0 mesmo tempo e

contribuindo para a patogénese do HTLV-1.
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1.4 MARCADORES DE PROGRESSAO DAS DOENCAS ASSOCIADAS AO HTLV-
1

A carga proviral do HTLV-1 tem sido apontada como um marcador potencial para
avaliar a progressao da doenca causada pelo HTLV-1. A carga proviral indica a proporgéo
de células mononucleares do sangue periférico que carreia uma cdpia do genoma proviral
integrado. Diversos estudos indicam que os pacientes com HAM/TSP tém niveis entre 5
a 6 vezes maior de carga proviral comparados aos individuos assintomaticos (BEST et
al., 2006; DE SOUZA et al., 2010; KAMIHIRA et al., 2003; MATSUZAKI et al., 2001,
NAGAI etal., 2001; OLINDO et al., 2005; SAITO et al., 2009). Além disso, um aumento
na carga proviral tem sido observado em individuos antes da progressdo paraa HAM/TSP
(TAKENOUCHI et al., 2003). Recentemente, nosso grupo avaliou a carga proviral de
281 pacientes acompanhados no Centro de HTLV da EBMSP no periodo de 2005 a 2008.
Os pacientes foram categorizados de acordo com as queixas neurolégicas apresentadas
segundo os critérios estabelecidos por De Castro-Costa em assintomaticos e em pacientes
com HAM/TSP Ps, Pb e D. A carga proviral dos pacientes com HAM/TSP Ps, Pb e D
foram estatisticamente superiores a carga proviral dos assintomaticos. Além disso, 0s
valores da carga proviral de pacientes assintoméaticos e HAM/TSP-definido foram
avaliados em uma curva ROC e foi estabelecido um ponto de corte de 49,865
copias/10%celulas (5 % de células infectadas) como o valor que melhor discriminaria
pacientes com HAM/TSP-D de individuos assintomaticos, com 87% de sensibilidade e
81% de especificidade. Dessa forma, este estudo sugeriu que a carga proviral poderia ser
utilizada como um possivel biomarcador para progressdao da doenca (GRASSI et al.,
2011). No entanto, ndo foram avaliados o perfil fenotipico dos linfocitos destes
individuos.

As principais alteragfes imunoldgicas relacionadas ao HTLV-1 sdo a proliferagéo
linfocitaria espontanea, maior expressdo de moléculas de ativacdo (CD25, CD45RO0,
HLA-DR) em linfocitos T CD4+ e T CD8+ e ao aumento da secre¢do de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-a, IFN-y (CHOI et al., 2002; MUKAE et al., 1994; SUZUKI et
al., 1996; YAMANO et al., 2005). Classicamente estas alteracGes sdo observadas com
maior intensidade em pacientes com diagndstico de HAM/TSP (BRITO-MELO et al.,
2004). Entretanto, uma proporc¢éo de individuos assintomaticos para HAM/TSP podem

apresentar carga proviral igualmente elevada e resposta inflamatoria exacerbada
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(GRASSI et al., 2011; SANTOS et al., 2004). Outro possivel marcador para a infeccao
pelo HTLV-1 é expressdo da proteina TAX. Diversos estudos associam a expressdo de
TAX com a gravidade da doenga (AKIMOTO et al., 2007, KOENIG et al., 1993;
NAGAI, KUBOTA; et al., 2001). Um estudo realizado por YAMANO et al. (2002)
demonstra que existe um aumento da razdo de mRNA de TAX e a carga proviral entre 0s
individuos classificados como HAM/TSP e os individuos assintomaticos.

Até o momento, ndo foram identificados marcadores imunoldgicos associados a
progressdo da HAM/TSP que possam diferenciar individuos assintomaticos daqueles que
apresentam manifestacdes neuroldgicas iniciais ou incompletas, e que poderiam ser
categorizados como HAM/TSP Pb. Nossa hipdtese é que as alteracdes fenotipicas de

linfocitos T de pacientes com HAM/TSP provavel e definido sdo semelhantes.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Descrever os marcadores imunoldgicos em individuos infectados pelo HTLV-1
classificados como HAM/TSP Possivel (Ps), Provavel (Pb) e Definido (D) comparados

aos individuos assintomaticos.

2.2. ESPECIFICOS

- Quantificar a carga proviral do HTLV-1.

- Avaliar o fendtipo de ativacao dos linfécitos TCD4+ e TCD8+ (CD25, CD45RA,
CD45R0, HLA-DR, CD25, CCR-7, CD62L);

- Detectar a expressao da proteina viral TAX e de FoxP3.



3 PACIENTES E METODOS

A estratégia utilizada foi de acordo a figura 3.

Diagnoéstico
neurolégico

Coleta de
amostras
Item 3.2

Quantificacao
de linfécitos T
CD4/CD8

Separagdo do Imunofenotipagem
PBMC Item 3.3
Item3.2
I
PBMC

Deteccao FoxP3
[tem 3.4

Deteccgdo da
proteina TAX
Item 3.5

Extracao DNA
Item 3.6

Figura 3. Estratégia metodoldgica aplicada no estudo.

Carga Proviral
Item 3.6
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3.1 AREA E POPULACAO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo de corte transversal, que envolve o Laboratério Avancado
de Saude Puablica, Centro de Pesquisas Gongalo Moniz- FIOCRUZ e o Centro de
referéncia em HTLV da Escola Bahiana de Medicina e Satde Publica/Fundacéo Bahiana
para o Desenvolvimento das Ciéncias- FBDC, localizados em Salvador-BA.

Cento e trés individuos infectados pelo HTLV-1, subdivididos em quatro grupos
de pacientes: 1) assintomaticos; 2) HAM/TSP- possivel; 3) HAM/TSP- provével; 4)
HAM/TSP- definido, foram incluidos neste estudo. Além disso, foram avaliados 19
controles ndo infectados, doadores voluntarios com sorologia negativa para o0 HTLV-1
selecionados no Centro de Pesquisa Gongalo Moniz, FIOCRUZ-BA. Foram incluidos
individuos infectados pelo HTLV-1 assintométicos ou com diagndstico de HAM/TSP,
segundo classificacdo clinica De Castro-Costa e colaboradores. Foram excluidos do
estudo pacientes com outras infecc@es virais crénicas (HIV, Hepatites B, C). O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz. O

termo de consentimento livre e esclarecido foi assinado pelos participantes do estudo.

3.2. OBTENCAO DAS CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO
(CMSP)

Foram coletados 25 mL de sangue por puncédo venosa em tubos contendo heparina
(20 mL) e EDTA (5 mL). As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram
obtidas por gradiente de Ficoll-Hypaque (densidade 1.077g/mL) (GE
HealthcareAmersham Biosciences, Sweden). As PBMC obtidas a partir de tubos
contendo heparina foram destinadas aos ensaios funcionais ou criopreservadas em
solucéo de soro fetal bovino (SFB) com 10 % dimetilsufoxido (DMSQO). Diversos ensaios
de imunofenotipagem foram realizados em sangue total a partir de amostras coletadas em
EDTA. As PBMC obtidas em amostras contendo EDTA foram criopreservadas em pellet

seco a -20°C e -70°C para quantificacdo da carga proviral do HTLV-1.
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3.3 AVALIACAO FENOTIPICA DO PERFIL DA POPULACAO DOS LINFOCITOS
DO SANGUE PERIFERICO.

O fendtipo celular dos linfécitos T foi determinado a partir de 50uL de sangue
total colhido em tubos contendo EDTA, por marcacdo membranar com anticorpos
monoclonais por 30 min a temperatura ambiente. Apos esta incubacéo, as heméacias foram
lisadas com solucéo de lise (FACS lysing solutionBecton-Dickinson Immunocytometry
System, San Jose, CA, USA). Em seguida as células foram lavadas trés vezes em 2,0 mL
de solucdo PBS contendo 0,2 % de soro albumina bovina (BSA). As células marcadas
foram fixadas com PBS-Formaldeido 1 % e adquiridas no FACSAria. Foram adquiridos
no minimo 30 mil eventos. As analises imunofenotipicas foram realizadas usando o
software FlowJo (Tree Star, Ashland, USA) (Tabela 3). A estratégias para identificacao

das subpopulacdes de linfdcitos estdo mostradas nas figuras 4, 5, 6 e 7.

Tabela 3. Imunofenotipagem das subpopulacdes de linfocitos analisadas no estudo.

Populacao Fendtipo

T auxiliar CD3*/CD4*

T citotoxica CD3*/CD8*

T ativacdo CD3*/CD4*/HLA-DR*
CD3*/CD8*/HLA-DR*
CD3*/CD4*/CD25"
CD3*/CD8*/CD25*

T regulatério CD3*/CD4"/FoxP3*

T meméria CD3*/CD4*/CD45RO"
CD3*/CD8*/CD45RO"

T naive CD3*/CD4"/CD45RA™

T memodria efetora CD3*/CD4'/CD45RA/CCR7/CD62L"

T memoria central CD3*/CD4*/CD45RA/CCRT*/CD62L*
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Figura 4. Estratégia para identificacdo dos marcadores de ativacdo das subpopulac¢des de linfocitos T. O
item A ilustra a estratégia utilizada para identificacdo de TCD4+ e em B a estratégia para identificacdo de
T CD8+ do sangue periférico.
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Figura 5. Estratégia para identificacdo da subpopulacdo de células T CD4+ naive, memoria centra (TCM)
e memoria efetora (TEM).

3.4 DETECCAO INTRACELULAR DE FOXP3.

Para deteccdo intracelular de FOXP3 foi utilizado o Kit para detec¢do de FOXP3
(eBioscience, San Diego, USA). Apo6s a marcacao extracelular das PBMCs e posterior
lise das hemécias, foi adicionado & amostra uma solucdo permeabilizadora e fixadora
(PERM/FIX) por 30 min. a 4 °C. As amostras foram lavadas 2 vezes com a solucdo
permeabilizadora, centrifugadas por 10min a 250xg e bloqueadas utilizando soro de rato
por 20 min. Apo6s o bloqueio, foi adicionado anticorpo anti FOXP3 marcado PE por 30
min. a 4 °C e ao abrigo da luz. Posteriormente, as amostras foram lavadas mais uma vez
em solucé@o permeabilizadora e finalmente mantidas em solu¢do PBS/formaldeido 1 % a

4 °C até o momento da aquisicdo. Um minimo de 30 mil eventos foram adquiridos em
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um FACSAria. A estratégia para identificacdo das células CD4"FoxP3* esta representada

na figura 5. As andlises foram realizadas usando o software FlowJO.
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Figura 6. Estratégia para identificacdo da subpopulacéo de células T CD4+FoxP3+.

3.5 DETECCAO INTRACELULAR DE TAX.

Para quantificacdo de células expressando TAX, 1x10°PBMCs foram cultivadas
por 18 horas em meio RPMI 1640 (Sigma ChemicalCo., St. Louis, MO) suplementado
com 10% de soro fetal bovino, 2mM L-glutamina, 1 % de amino&cidos ndo-essenciais, 1
mM de piruvato de sddio, 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL estreptomicina.
Posteriormente, as células foram blogueadas com soro AB por 10 min. e marcadas
extracelularmente por anticorpos monoclonais anti-CD4-PE e anti CD3-PE-Cy5 por 30
min. a 4 °C. Apo6s a marcacdo extracelular, as células foram fixadas utilizando solucéo
PBS-formaldeido 1% por 20 min., lavadas duas vezes com solugdo PBS/BSA 0,2%,
permeabilizadas com PBS/BSA/Saponina 0,2%. As células foram incubadas por 30
minutos com anticorpo monoclonal anti-TAX (FITC) que foi gentilmente cedido através
de uma colaboracdo com o Dr. Yuetsu Tanaka, Departamento de Imunologia,
Universidade de Ryukyus, Nakagami, Japdo. Ao término da marcacéo intracelular as
células foram mantidas em solugdo PBS/formaldeido 1% a 4°C até o momento da
aquisicdo. Foram adquiridos pelo menos 40 mil eventos através do FACSAria. A figura
6 mostra a estratégia utilizada para a deteccdo de TAX. As anélises foram realizadas
através do software FlowJO.
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Figura 7. Estratégia para identificacdo da subpopulacdo de células T CD4+TAX+.

3.6 EXTRACAO DO DNA E QUANTIFICACAO DA CARGA PROVIRAL

A carga proviral do HTLV-1 foi mensurada por reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) em tempo real, através do sistema TagMan TM da Applied Biosystems Brasil.
Para essa analise foi extraido o DNA de 1x10° PBMCs. Foram utilizados os primers
SK110/SK111 para amplificar um fragmento de 186 PB da regido pol e a sonda TagMan
(5’FAM and 3° TAMRA) para a sequéncia de referéncia do HTLV-1 (HTLVATK),
localizada no fragmento 4829-4858 PB. O DNA da albumina foi quantificado em paralelo
como controle interno. O DNA das amostras foi extraido utilizando uma coluna de
extracdo (QUIAGEN). A quantificacdo do DNA de HTLV-1 foi realizada. A quantidade

de provirus foi calculada pela formula descrita na figura 8.

n? copias do HTLV(gene pol)

n? de copias albumina
2

Figura 8. Equacdo para o calculo da carga proviral do HTLV-1

CPV =
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3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram representados em medianas e valores minimo e maximo. As
analises entre os controles ndo infectados e os grupos de pacientes classificados como
assintomaticos, HAM/TSP-possivel, HAM/TSP-provavel e HAM/TSP-definido foram
realizados utilizando-se o teste Kruskal-Wallis, aplicado o pos-teste de Dunns para
comparacdo entre os grupos. A correlacdo de Spearman foi realizada para avaliar as
associacOes das amostragens. Foi considerado significante os valores de p<0,05. Estas

andlises foram realizadas pelo software Graphpad versao 5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 DADOS DEMOGRAFICOS DOS PACIENTES

A mediana de idade foi semelhante entre os pacientes infectados pelo HTLV-1.

Houve um predominio do sexo feminino em todos os grupos (Tabela 4).

Tabela 4. Dados demogréficos dos individuos incluidos no estudo.

) N Idade (anos) Sexo
Individuos ) ] ;
(94) Mediana [min-méax] FEM N (%)
Assintomaticos 44 41 [25-71]* 31 (80)
HAM/TSP-Possivel 06 45 [36-68] 3 (60)
HAM/TSP-Provével 07 53 [30-71] 6 (86)
HAM/TSP-Definido 37 48 [32-59] 25 (68)

*Kruskal-Wallis ndo significante

4.2 AVALIACAO DA CARGA PROVIRAL DOS INDIVIDUOS INFECTADOS PELO
HTLV-1

A carga proviral HTLV-1 foi quantificada em 63 dos 94 pacientes (Figura 9).
Destes, quarenta e quatro eram assintomaticos, 6 HAM/TSP-Ps, 7 HAM/TSP-Pb e 37
HAM/TSP-definido. A mediana da carga proviral dos pacientes do grupo HAM/TSP-Ps
foi 36.967 copias/10® PBMC, dos HAM/TSP-Provavel foi 60.024 copias/10 PBMC e dos
HAM/TSP-definido foi 103.921 copias/10® PBMC. A carga proviral dos assintomaticos
foi 5.133cdpias/10°PBMC. Uma diferenca estatisticamente significante foi observada

apenas no grupo HAM/TSP D comparado aos individuos assintomaticos (p<0,0001).
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Figura 9. Distribuicdo da carga proviral entre os individuos infectados pelo HTLV-1: assintomaticos
(n=28), HAM/TSP-(Ps) possivel (n=5), HAM/TSP-(Pb) provavel (n=6) e HAM/TSP-(D)definido (n=24).
Os dados representam o nimero de copias de HTLV-1 por 108 PBMC. A barra horizontal representa a

mediana para cada conjunto de dados.

4.2 CARACTERIZACAO FENOTIPICA DA SUBPOPULACAO DE LINFOCITOS T
CD4*

A figura 10 apresenta a analise da proporcao dos linfécitos T CD4+. A propor¢do

dos linfdcitos T CD4+ foi semelhante entre os diferentes grupos estudados.

80

60- . o3t
© cos® . o2
© . ®
o A o0 °
; 40 L) _‘.‘_ . . :o.:
§ | . : X
8 .o . . :
204 ¢ % . :
p : :
O T T T T
< D) 2 @ o
¢ v 0 R
& &2 &
SN
¥R

Figura 10. Frequéncia da populacdo de linfocitos T CD4+. Foram avaliados 97 individuos: 15 controles
ndo infectados (CTR), 35 assintomaticos, 6 HAM/TSP-possivel (Ps), 6 pacientes com HAM/TSP-Provével,
34 pacientes com HAM/TSP definido. Os dados sdo expressos como propor¢do da populacdo de linfdcitos.
A mediana é mostrada com uma barra horizontal para cada conjunto de dados.
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A proporcao de linfécitos T CD4*CD25" foi maior nos pacientes com HAM/TSP-
definido comparados aos controles ndo infectados (p=0,01). Ndo foram observadas
diferencas entre os grupos infectados pelo HTLV-1 (Figura 11-A). A propor¢do de
linfécitos T CD4+HLA-DR+ foi maior nos pacientes com diagnostico de HAM/TSP-
possivel (mediana 18,06 %), HAM/TSP-provavel (mediana 37,67 %) e HAM/TSP-
Definido (mediana 16 %) comparados aos controles ndo infectados (mediana 4,7 %).
Observou-se uma diferenga entre os individuos assintomaticos (mediana 8,85 %) em
relacdo aos pacientes com HAM/TSP-possivel e provavel (p<0,0001) (Figura 11B). Dois
pacientes do grupo HAM/TSP-definido apresentaram um proporcdo de células T
CD4+HLA-DR+ cerca de 15 vezes superior a dos controles ndo infectados. Além disso,
foi observada uma correlacdo positiva entre a proporcao de células T CD4"HLA-DR* e

carga proviral (Spearman R= 0,5; p=0,0003) (Figura 11C).
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Figura 11. Proporcdo de linfécitos T CD4+/CD25+ (A) e T CD4+/HLA-DR+ (B) em controles ndo
infectados pelo HTLV (19), pacientes com HAM/TSP possivel (Ps) n=6, Provavel (Pb) n= 7 e Definido
(D) n=37. Os dados sdo expressos como porcentagem de linfocitos. A barra horizontal representa a
mediana para cada conjunto de dados. A correlacéo entre a carga proviral do HTLV-1 (copies/106 PBMC)
e a proporcdo de células HLA-DR (C) Spearman r=0,5, p=0,0003.
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A figura 12 representa a proporcdo de linfocitosTCD4+ de memoria central e
efetora em linfocitos T CD4+. Nao houve diferenca estatistica entre as proporc¢des de
células T de memoria central entre os grupos de pacientes assintomaticos 33,8 %,
HAM/TSP-Ps 30,45 %, HAM/TSP-Pb 21,8 % e HAM/TSP-definido 31,4 %. O grupo
controle apresenta o valor da mediana igual a 36 %. Do mesmo modo, as proporcGes de
células efetoras nos grupos estudados foram similares: 8 % para assintomaticos, 8 % para
HAM/TSP-Ps, 10 % para HAM/TSP-Pb, 14 % HAM/TSP-D e 4,5 % para 0 grupo
controle. A razdo entre a proporcéo de células de memdaria central e de células de memdria

efetora foi similar entre os grupos (Figura 12E).
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Figura 12. Proporcéo de linfécitos T meméria CD4+/CD45RO+ (A), linfécitos T naive CD4+/CD45R0O+
(B), memoria central CD45RO+/CCR7+/CD62L+ (C), linfocitos T de memoria efetora CD45RO+/ CCR7-
/CD62L- (D), e representacdo da razdo entre TCM e TEM nos diversos grupos. Ao total foram analisados
97 individuos (15 controles, 35 assintomaticos, 7 pacientes HAM/TSP-Ps, 6 HAM/TSP-Pb e 34 pacientes
HAMI/TSP definido). A mediana é mostrada com uma barra horizontal para cada conjunto de dados.



40

4.2.1 Proporcdo dos linfocitos T CD4+FoxP3+

A proporcao de células T regulatérias (CD4+/FoxP3+) foi maior nos pacientes
com HAM/TSP-definido (4,6 %) e no grupo de assintomaticos (5,75 %) quando
comparado ao aos controles ndo infectados (1,2 %) (p=0,04) (Figura 13A). Observou-se
uma correlacdo positiva entre a proporc¢do de células regulatorias e a carga proviral dos

pacientes (Figura 13B) (Spearman R=0,5; p=0,02).
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Figura 13. Proporcdode linfocitos T CD4+FoxP3+ entre os controles ndo infectados e os grupos de
individuos infectados pelo HTLV-1 assintomético(n=13), HAM/TSP-possivel (n=6), HAM/TSP-provéavel
(n=5) e HAM/TSP-definido (n=21). Os dados em A sdo expressos como porcentagem de linfocitos. A
mediana é representada pela barra horizontal para cada conjunto de dados. *p=0,04. Em B os valores sdo
representados como a correlagdo entre a carga proviral do HTLV-1 dos pacientes em relacdo a expressdo
de FOXP3 (Spearman 0,5 p=0,02).

4.2.2 Avaliacdo da expressdo da proteina TAX em linfocitos T CD4+

A porcentagem de linfocitos TCD4'TAX" foi significantemente maior nos
pacientes com HAM/TSP-Ps (5,26 %) e HAM/TSP-D (5,07 %), comparado aos
individuos assintomaticos (0,26 %) (p=0,04) (Figura 14). Nao houve correlagdo entre a

CPV e a porcentagem de células expressando TAX.
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Figura 14. Propor¢do de linfocitos T CD4*TAX* o grupos de individuos infectados pelo HTLV-1:
assintomaticos (n=10), HAM/TSP-Ps (n=6) e HAM/TSP-definido (n=20). Os dados séo expressos como %
da populacdo de linfécitos. A mediana é mostrada com uma barra horizontal para cada conjunto de
dados.*p=0,01.

4.3 CARACTERIZACAO FENOTIPICA DA SUBPOPULACAO DE LINFOCITOS T
CD8*

4.3.1 Avaliacdo da proporcdo da ativacédo de linfocitos T CD8*

Foi observada uma proporcao semelhante de células T CD8" entre os grupos de
individuos infectados pelo HTLV-1 e o grupo controle: 13 % nos assintomaticos, 25 %
nos pacientes HAM/TSP-Ps, 17 % nos pacientes HAM/TSP-Pb e de 10 % no grupo
HAM/TSP-definido. O grupo controle apresentou uma propor¢do de 11,6 % (Figura
15A).

Foi observado um aumento nas propor¢des de linfécitos T CD8"CD25", com
menores niveis nos assintomaticos e proporcdes crescentes de acordo com o grau de
certeza do diagnostico de HAM/TSP: assintomaticos (2,5 %), HAM/TSP-Ps (4 %),
HAM/TSP-Pb (5,25 %) e de 8,3 % para HAM/TSP-definido. Contudo ndo houve
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diferenca estatisticamente significante entre os grupos (Figura 15B). A proporcdo da
subpopulacdo de linfocitos de memoria (TCD8"CD45R0™) foi igualmente semelhante
entre os grupos avaliados (Figura 15C).

A proporcdo de linfécitos CD8*HLA-DR* foi significativamente superior nos
pacientes infectados pelo HTLV-1 comparados aos controles ndo infectados (p=0,0001).
As proporgdes obtidas foram 8,7 % para assintomaticos, 32 % para individuos
HAM/TSP-Ps, 54 % para individuos HAM/TSP-Pb, 24 % para o grupo HAM/TSP-
definido e 5,6 % para o grupo controle (Figura 15D). Comparados aos assintomaticos, a
proporcdo de CD8*HLA-DR* foi significativamente maior nos grupos HAM/TSP-Pb e
HAM/TSP-D (p<0,0001). Além disso, observou-se uma correlagdo positiva entre a
proporc¢do de células CD8"HLA-DR™ e a carga proviral dos pacientes (Spearman R=0,44;
p=0,0003) (Figura 15E).
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Figura 15. Frequéncia e a correlacdo da populagéo de linfécitos T CD8* (A) em individuos ndo infectados
e nos grupos de individuos infectados pelo HTLV-1. CD8*/CD25*(B), CD8*/CD45R0O*(C), CD8*/HLA-
DR*(D). Os dados séo expressos como porcentagem da populacao de linfécitos. Ao total foram analisados
97 individuos (15 controles, 35 assintomaticos, 7 pacientes HAM/TSP-Ps, 6 HAM/TSP-Pb e 34 pacientes
HAM/TSP definido). A mediana é mostrada com uma barra horizontal para cada conjunto de dados. A
correlacdo entre a carga proviral do HTLV-1 (copies/106 PBMC) e a proporcao de células CD8*/HLA-DR*
(E) (Spearman r=0,5, p=0,0003).
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5 DISCUSSAO

Nossos resultados demostram que pacientes infectados pelo HTLV-1 com
HAM/TSP apresentam alteragdes fenotipicas nos linfécitos T que os distinguem dos
individuos infectados sem sintomas neuroldgicos. Demonstramos pela primeira vez, que
a proporcdo de linfocitos T CD4+HLA-DR+ e T CD8+HLA-DR+ nos grupos de
pacientes com diagnéstico de HAM/TSP Pb e D foi significativamente superior a de
individuos infectados assintomaticos. Além disso, a proporcéo de linfécitos T HLA-DR+
foi diretamente correlacionada a carga proviral.

O HLA-DR é uma molécula do MHC de classe I, que é expressa na superficie
celular, principalmente das células apresentadoras de antigenos profissionais (células
dendriticas, macrofagos e células B). No entanto, os linfocitos podem expressar HLA-DR
em resposta a um estimulo, sendo este considerado um marcador de ativacdo. Na infeccéo
pelo HIV, por exemplo, observa-se uma maior expressao de moléculas de ativacdo em
linfécitos T CD4+ e T CD8+, entre as quais destaca-se 0 HLA-DR (KELLEHER et al.,
1996). Nestes pacientes, a maior expressdo de HLA-DR esté diretamente associada a um
progndstico ruim e o tratamento antirretroviral de alta eficacia reduz consideravelmente
a expressao de HLA-DR (CHOI et al., 2002). Na infeccdo pelo HTLV-1, a maior
expressao desta molécula tem sido igualmente associada ao desenvolvimento de doenca.
Um aumento na porcentagem de linfdcitos T CD4+HLA-DR+ foi descrito em individuos
oligossintométicos e em pacientes com HAM/TSP (BRITO-MELO et al., 2002). No
entanto, diferente do nosso estudo que evidenciou um aumento da proporcdo de células
T CD4+ e T CD8+ expressando esta molécula, apenas os pacientes com HAM/TSP
apresentavam aumento da porcentagem de T CD8+HLA-DR+ (BRITO-MELO et al.,
2002).

Um aumento na propor¢do de células T CD4+ que expressam CD25 foi
igualmente observada entre os pacientes com HAM/TSP-D em comparagdo aos controles
ndo infectados. Porém, os pacientes com HAM/TSP possivel e provavel apresentaram
niveis semelhantes aos assintomaticos. Dados publicados anteriormente indicam um
aumento da proporcdo de células expressando CD25 em individuos com HAM/TSP
(BUCKLE et al., 1996; KAMIHIRA et al., 1994; MORO et al., 2001).

A molécula CD25 é cadeia a. do receptor da IL-2 (IL-2r), que ainda possui outras

duas unidades a cadeia B (CD122) e yc (CD132) (PILLET et al., 2010). Essa molécula €
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indispensavel para ativacdo da do linfécito TCD4", pois associacdo cada cadeia a com o
heterodimero 3 e yc cria um receptor de alta afinidade para a IL-2. De fato, a ligacdo da
IL-2 a esse receptor de alta afinidade associado ao CD28, uma molécula coestimulatoria
necessaria a ativacdo celular, ativa o ciclo celular, resultando em proliferacdo e na
expansdo das células T (APPLEMAN et al., 2000; GAFFEN, 2001; MICHEL et al., 2001;
PILLET et al., 2010).

O HTLV-1, atraves da acéo transativadora do gene TAX, induz a produgdo de IL-
2 e de seu receptor, contribuindo para linfoproliferacdo espontanea observada tanto em
individuos assintomaticos quanto em individuos com HAM/TSP (AZRAN et al., 2004);
SATOH et al., 2002; YAMANO et al., 2004). Além disso, as células T CD4+CD25+
representam reservatorios importantes deste virus (YAMANO et al., 2009; YAMANO et
al., 2004; YAMANO et al., 2005). Embora em nosso estudo, ndo observamos correlagédo
entre a CPV e a proporcdo de células CD25+, os pacientes com HAM/TSP apresentaram
maiores niveis de carga proviral. Assim, o aumento das células expressando CD25
poderia ser decorrente da ativacdo celular secundaria ao estimulo causado pela
persisténcia do virus.

Ao analisarmos a populacdo de células TCD4" e TCD8" de memoéria ndo
encontramos diferenca nas propor¢oes destas células entre os grupos estudados. Estudos
anteriores demonstraram que existe uma proliferacdo das subpopulacfes de memoria de
linfocitos TCD4+ ou TCD8+ que expressam o CD45RO (JOHANNISSON, 1995;
PRINCE et al., 1995). Isso pode ser explicado, em parte, pela utilizacdo de células de
linhagem, ou pela manutencdo em cultura das células do sangue periférico dos pacientes,
aumentando a expressdo de marcadores de ativacdo como o CD25" e a proliferacdo de
células da memoria efetora (CD45RO*CCR7°CD62L)).

Ao analisarmos as proporgdes de células TCD4" naives, de memoria central e de memoria
efetora ndo encontramos diferencas entre os grupos de individuos com HAM/TSP e o
grupo de controles ndo infectados. Contudo, observamos uma tendéncia a uma menor
razdo entre a proporcao células de memoria central e efetoras no grupo de individuos com
HAM/TSP (Ps, Pb e D) comparado aos controles néo infectados. Possivelmente, a menor
razdo de células de memoria central/efetora nos pacientes com HAM/TSP seria reflexo
de uma maior carga proviral observada nestes pacientes. Isto resultaria em maior
diferenciacédo de linfocitos de memoria central em efetores. Estudos anteriores indicam
que existe um reducdo da expressdo de CD45RA (células naives) e um aumento de
CD45RO0 nas células CD25" nos individuos com HAM/TSP (OKAYAMA et al., 1997;
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RICHARDSON et al., 1990; YAMANO et al., 2005). Nosso grupo, também, mostrou
que existe um aumento da expressdo de CD45R0O em individuos com baixa carga proviral
(<1%) assintomaticos (Anexo 2). Isso indica que possivelmente os eventos relacionados
a ativacdo celular sdo precoces na infeccdo pelo HTLV-1. Além disso, a expansdo das
células efetoras poderia ser devido a uma maior ativacdo celular nos pacientes com
HAM/TSP resultando em maior producdo de citocinas pro inflamatdrias Thl como IL-2
e IFN-y, o0 que poderia ativar esta subpopulacdo celular (BERARD, 2002; MACCHI et
al., 1998; SANTANA, 2003).

Em nosso estudo, apenas os pacientes com HAM/TSP-D apresentam uma carga
proviral maior quando comparados aos demais grupos do estudo. Recentemente, um
estudo de corte transversal, no qual foram analisados 281 pacientes classificados segundo
os critérios de diagnostico de HAM/TSP aplicados neste trabalho: assintomaético,
HAM/TSP-Ps, Pb e D (GRASSI et al., 2011), foi estabelecido um ponto de corte para a
carga proviral de 5% de células infectadas como o melhor valor para diferenciar os
individuos assintomaticos daqueles que apresentam HAM/TSP-D. Em nosso estudo, ndo
encontramos diferencas na carga proviral nos grupos com HAM/TSP-Ps e Pb. No entanto,
0 nimero de pacientes nestes dois grupos foi pequeno e a carga proviral dos pacientes
com HAM/TSP-Pb foi superior a 5% de células infectadas. Nossos resultados estdo de
acordo com outros estudos que sugerem que uma elevada carga proviral resulta em uma
intensa ativacdo celular, a qual progressivamente contribui para o processo de lesdo
medular, indicando que a carga proviral elevada esta associada ao desenvolvimento de
HAM/TSP (BEST et al., 2006; OLAVARRIA et al., 2012).

Em relacdo a células T regulatdrias, a proporcdo das células T CD4"FoxP3* foi
maior nos individuos assintomaticos e nos pacientes com HAM/TSP-D comparado aos
controles ndo infectados. Além disso, observamos uma correlagdo positiva entre
proporcao de células com perfil regulatorio e a carga proviral. Estes dados sugerem que
apesar do aumento de células T regulatérias, estas ndo exerceriam sua fungéo supressora.
De fato, a proteina Foxp3 ndo esta presente apenas em células T regulatérias, podendo
ser expressa em linfocitos ativados (CAVATORTA et al., 2012; SAKAGUCHI et al.,
2010). Assim, a proteina Foxp3 poderia ser reflexo da ativacéo persistente sofrida por
estas células. Estudos futuros devem ser conduzidos para avaliar se a funcdo destas
células encontra-se comprometida, o que ndo pode ser avaliado no presente estudo.

Uma vantagem do nosso estudo foi a realizacdo dos ensaios ex-vivo a partir das

amostras de sangue dos pacientes. Estas analises foram realizadas em um periodo maximo
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de 6 horas ap0s a coleta das amostras de sangue do paciente. Desta forma, acreditamos
que nossos resultados sofrem menor influéncia de processos de ativagdo celular
desencadeados nos ensaios in vitro e com maior tempo de cultura. A excecéo foi para a
deteccdo da proteina TAX. As células infectadas pelo HTLV-1 expressam a proteina TAX
(KOENIG et al., 1993; NAGAI et al., 2001). Contudo, a expressdo maxima dessa proteina
sO ocorre ap0s 18-24h de cultura in-vitro. A proteina TAX esta envolvida na ativacao de
genes que aumentam a expressao de fatores associados a proliferagéo celular como IL-2,
IL-2R, IL-4, INF-y (ASQUITH et al., 2007; BARROS et al., 2013; NAGAI et al., 2001,
YOSHIDA, 2001). Nossos resultados mostraram um aumento da proporc¢do de células
que expressam TAX no grupo HAM/TSP possivel e Definido, comparado aos
assintomaticos.

Em nosso estudo utilizamos a classificacédo estabelecida por De Castro Costa (DE
CASTRO-COSTA et al., 2006) para diagnosticar HAM/TSP. Desta forma acreditamos
caracterizar mais homogeneamente os pacientes incluidos nos estudo. Esta classificacdo
inclui quatro grupos: individuos assintomaticos, pacientes HAM/TSP-Possivel,
HAM/TSP-Provavel e HAM/TSP-Definido. Muitos estudos publicados na literatura
caracterizam os pacientes infectados pelo HTLV-1 apenas como assintoméaticos ou como
HAM/TSP, porém uma parte dos pacientes apresentam sintomas neurologicos a exemplo
de bexiga neurogénica, ndo sendo classificados como doentes. Ha grande complexidade
para diagnosticar a HAM/TSP segundo os critérios da OMS, e isto pode permitir o
surgimento de discrepancias na definigdo do verdadeiro status clinico do paciente. Esta
dificuldade pode contribuir com a variacdo de resultados entre os estudos. O diagndstico
proposto por de De Castro Costa baseiam-se em trés critérios que precisam ser totalmente
preenchidos: a) sintomas mielopaticos, b) diagnéstico soroldgico do HTLV-1, e c)
exclusdo de outras doencas que podem causar mielopatia. Uma das vantagens desta
proposta € classificar o status clinico dos pacientes segundo o grau de certeza de
apresentar mielopatia associada ao virus, como HAM/TSP-Possivel, HAM/TSP-Provavel
e HAM/TSP-Definido (DE CASTRO-COSTA et al., 2006).

Existe uma grande necessidade de identificacdo de marcadores para o diagnéstico
e evolucdo para a HAM/TSP. Até o momento, ndo existem um biomarcador que possa
predizer a evolucdo para a doenga. A patogénese do HTLV-1 € complexa, pois diferentes
fatores possam estar associados a progressdo para doengca como background genético,
carga proviral do HTLV-1, eficiéncia da resposta imunoldgica no contexto da infeccéo,

tempo de evolucdo da infeccdo, co-infeccdes, presencga de doengas associadas ao HTLV
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(dermatoldgicas, oftalmolégicas e psicoldgicas) (COELHO-DOS-REIS et al., 2007).
Recentemente, um estudo retrospectivo em uma coorte japonesa para identificacdo de
possiveis biomarcadores foi mostrado que a concentracdo de quimiocinas CXCL9 e
CXLC10 e neopterina no liquor sdo fortes candidatos para avaliar os processos de
inflamacédo da medula vertebral e progressdo da doenca (SATO et al., 2013). Contudo, o
uso de parametros estabelecidos em analises do liquor pode trazer dificuldades para a sua
execucdo e eventuais complicagdes, pois trata-se de um abordagem invasiva para 0 uso
na rotina de avaliacdo de progressao de doenca dos pacientes.

Em nosso estudo, observamos uma semelhanca no fendtipo de ativacéo de células
T CD4+HLA-DR+ T CD8+HLA-DR+ entre os individuos com HAM/TSP-Ps,
HAM/TSP-Pb e HAM/TSP-D e uma correlacéo direta com a carga proviral. Os pacientes
com HAM/TSP-D pelo critério Castro e Costa preenchem plenamente os critérios
estabelecidos pela OMS, com um quadro clinico completo enquanto o grupo HAM/TSP-
Pb, corresponde a pacientes com apresentacdo monosintomatica de mielopatia (bexiga
neurogénica, sinal de Babinski, espasticidade ou hiperrreflexia nos membros inferiores)
para 0s quais outras doencas que se assemelham HAM/TSP foram excluidos. No entanto,
pacientes com diagnostico de HAM/TSP-Pb néo séo reconhecidos como tendo HAM/TSP
pelo critério proposto pela OMS. Nossos resultados indicam que estes dois grupos (Pb e
D) apresentam alteragdes fenotipicas semelhantes em linfocitos T. Em relacdo ao grupo
HAM/TSP-Ps nao foi possivel identificar alteracdes no perfil de ativacdo, exceto na
expressdo de TAX. E possivel que o reduzido nimero de pacientes incluidos tenha
contribuido para esse resultado. Recentemente, evidenciou-se que pacientes com
HAM/TSP-Ps e D apresentavam maiores niveis de citocinas inflamatdrias como IL-6,
TNf-a e IFN—y comparados aos individuos assintomaticos (STARLING et al., 2013). Em
nosso estudo, nos ndo pudemos determinar o nivel de citocinas plasmaticas. No entanto,
segundo os critérios de Castro Costa este grupo de pacientes apresentam alteracdes
neuroldgicas de mielopatia (oligosintomaticos ou quadro clinico completo) que podem
ter outras causas como HIV, infeccao por hepatite C, deficiéncia de vitamina B, esclerose
multipla, entre outras. Assim, trata-se de um grupo heterogéneo.

Em resumo, em nosso estudo observamos que a proporcdo de células que
expressam HLA-DR e carga proviral, quando analisados em conjunto, representam
marcadores promissores para a discriminagao entre os individuos assintomaticos daqueles
com mielopatia (HAM/TSP-Possivel, HAM/TSP-Provavel e HAM/TSP-Definido). Os
individuos com HAM/TSP-Pb devem ter a mesma aten¢do nos servicos de assisténcia a



49

salde dos pacientes com HAM/TSP-D, tendo em vista, que estes ja apresentam, mesmo
que de forma isolada, eventos relacionados a mielopatia. Contudo, os critérios de De
Castro Costa ndo substituem completamente os critérios da OMS e representam uma
ferramenta complementar ao diagnéstico e acompanhamento dos pacientes com
HAM/TSP. Estudos futuros devem ser realizados para uma avaliacdo mais acurada desses

marcadores.
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6 CONCLUSOES

e A carga proviral € maior nos pacientes HAM/TSP-definido comparado aos

assintomaticos;

e Foi observada uma maior expressdo de linfécitos T CD4+ e T CD8+ HLA-
DR™ nos pacientes com HAM/TSP definido e provavel, comparados aos
assintomaticos e maior proporcdo de células T CD4"CD25" nos individuos

com HAM/TSP definido em comparacdo aos assintomaticos;

e Foi encontrada uma correlagéo positiva entre a carga proviral e a proporgéo
de células T CD4"HLA-DR" e CD8"HLA-DR";

e A proporcdo de células T com perfil regulatério foi maior em pacientes
infectados pelo HTLV-1, comparado aos controles ndo infectados. N&o existe
diferencas entre os grupos assintomaticos e com HAM/TSP definido, No
entanto, observa-se uma correlagdo positiva entre proporcdo de linfécitos T
CDA4+ a carga proviral,

e A expressdo de TAX foi maior nos individuos com HAM/TSP-Possivel e

HAM/TSP Definido em relacéo aos individuos assintomaticos.
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ANEXOS

Anexo 1-Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Projeto de Investigacdo:

Biomarcadores imunolégicos no monitoramento da infeccdo

pelo HTLV-1

Pesquisadores Responsaveis: Dra Fernanda Grassi; Dr

Bernardo Galvao

Médico Responsavel: Dr. Ramon

Kruchewsky

Prez
ado
paci

ente:

O Sr(a) esta sendo convidado para participar desta pesquisa que pretende verificar se
pacientes infectados pelo HTLV apresentam alguma diferenca na atividade das celulas
do sangue. A infecgéo pelo virus chamado HTLV-1 pode causar dois tipo de doenca:
uma leucemia (cancer de glébulos brancos do sangue) ou uma doenca do sistema
nervoso, que causa paralisia, porém muitas pessoas ndo apresentam nenhuma doenca.
Este estudo pretende buscar diferencas nos exames das pessoas que séo infectadas por
esse virus e tem manifestacOes diferentes (tem doenca ou ndo tem nenhum sintoma).
Nesse sentido, acreditamos que esse estudo podera ser contribuir para que no futuro os
pacientes possam ser tratados antes de manifestarem a doenca.
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Para que isso seja possivel realizar esta pesquisa pedimos a doa¢do de uma amostra de
sangue que permitira estudar suas células sanguineas. Essas amostras serdo obtidas no
momento em que exames de sangue forem necessarios para 0 Sseu proprio
acompanhamento clinico. Aproveitaremos o pedido de coleta de sangue para 0 exame
de rotina,e solicitaremos ao laboratorio que retire um pouco a mais (cerca de 5 colheres
de sopa) para esta pesquisa. Assim sendo, 0 nimero de vezes que 0 sangue sera retirado
ndo serd maior do que o realmente necessario para 0 acompanhamento de rotina e ndo

sera necessario vir ao Centro médico apenas como objetivo de participar da pesquisa.

A coleta de sangue sera realizada por um profissional treinado, entretanto pode ocorrer
uma dor ligeira e um pequeno sangramento no local da picada, ficando o brago roxo.

Esta mancha desaparece dentro de 1 a 2 dias.

A sua participacao neste estudo € voluntaria e espontanea. A sua assisténcia médica nao
sera modificada em funcéo da sua aceitagdo ou ndo em participar deste estudo. Também
ndo envolvera nenhum custo adicional. Caso necessite regressar ao hospital por razdes
ligadas ao estudo, suas despesas com transporte e alimentacdo serdo pagas pelos
responsaveis pela pesquisa.

Além disso, vocé podera desistir de participar a qualquer momento sem que isto interfira
no tratamento futuro neste hospital. O material obtido de sua amostra de sangue (plasma
e células) sera utilizado apenas neste estudo. Toda a informacdo obtida ou
disponibilizada neste estudo serd considerada como sigilosa de modo a garantir
confidencialidade e ndo sera divulgada sem a sua permissao.

Para que outros médicos possam no futuro ampliar seus conhecimentos sobre esta
doenca, gostariamos de mostrar os resultados obtidos neste projeto em congressos
(pbster ou apresentacdo oral) e em publicacBes em revistas cientificas.

Por outro lado, nos comprometemos a ndo dizer seu nome e autilizar os resultados
obtidos apenas com finalidade cientifica.

A equipe de pesquisadores (Dr. Bernardo Galvéo, Dra. Fernanda Grassi e Dr. Ramon
Kruchewsky)

estd disponivel a qualquer momento para qualquer esclarecimento no
nimero3176-2213.

Caso queira, 0 Sr(a) podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisas da
Fiocruz pelo telefone 3176-2285.

Eu

Aceito fazer parte do grupo de estudo “Biomarcadores imunoldgicos no
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monitoramento da infecgéo pelo HTLV-1”

Recebitodas as orientagfes sobre este trabalho. Entendi o propdsito do estudo, e
compreendo que o objetivo deste estudo é uma melhor compreensdo dos mecanismos
envolvidos na infeccdo causada pelo virus HTLV-1. Sei que este trabalho foi submetido
e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana.

Estou recebendo uma copia deste documento datada e assinada, e ndo estou abdicando

de nenhum dos meus direitos legais.

SALVADOR, / /
Assinatura;

Assinatura daTestemunha:
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Anexo 2- Human T lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) proviral load is associated
with activation of T-lymphocytes in HTLV-1-infected asymptomatic individuals
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Abstract

Introduction. High HTLV-1 proviral load (PVL) is mainly found in infected individuals
with HTLV-1-associated myelopathy/tropical spastic paraparesis (HAM/TSP). However
one third of asymptomatic carriers may have high PVL.

Objective. To evaluate the impact of PVL in the activation of T lymphocytes of
asymptomatic individuals infected with HTLV-1.

Methods. Membrane activation markers (CD25", CD28*, CD45R0O", CD69*, CD62L",
HLA-DR™), FoxP3" and intracellular IFN-y expression were evaluated on both CD4" and
CD8+ T-lymphocytes from asymptomatic carriers with PVL > and < 1% of infected cells,
using flow cytometry. HTLV-1 proviral load was determined using real-time PCR.
Results: Asymptomatic carriers with PVL > 1% presented a higher frequency of
CD4"CD25"CD45R0O" (13.2% vs. 4%, p=0.02), CD4"HLA-DR™ (18% vs. 8.3%, p=0.01)
and CD4*IFN-y* (4.5%; 1%, p=0.01) T-cells, than healthy donors. HTLV-1 PVL was
directly correlated with the proportion of CD4"CD25'CD45RO* T-cells (R=0.7,
p=0.003). Moreover, a significant increase in the proportion of CD4+FoxP3+ T-cells was
observed in HTLV-1-infected individuals, compared to healthy donors.

Conclusion: HTLV-1 PVL is associated with activation of both CD4* and CD8" T-
lymphocytes in asymptomatic individuals. Prospective studies should be conducted to
evaluate whether asymptomatic individuals with higher PVL and high immune activation

are more prone to developing HTLV-1-associated diseases

Key words: HTLV-1, Foxp3, proviral load, asymptomatic
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Introduction

The human T-lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) was the first retrovirus known
to cause disease in humans, initially isolated from the lymphocytes of a patient with
cutaneous T-cell lymphoma in 1980 [1]. An estimated 10 to 20 million individuals are
currently infected with HTLV-1 worldwide, mostly clustered in Japan, the Caribbean,
Africa, and Latin America, with Brazil having the highest number of infected individuals
[2]. This wvirus is recognized as the etiologic agent of HTLV-Associated
Myelopathy/Tropical Spastic Paraparesis (HAM/TSP) [3, 4] and adult T-cell
leukemia/lymphoma (ATL) [5], which affect less than 5% of all infected individuals, and
occasionally causes HTLV-associated uveitis (HAU) [6] and infective dermatitis in
children [7]. Other infectious diseases, such as strongyloidiasis [8] and tuberculosis [9,

10], have also been described at a higher prevalence in patients infected with HTLV-1.

The association with these infectious diseases suggests that HTLV-1 may impair
the host immune response, possibly leading to immunosuppression. Similar to the human
immunodeficiency virus (HIV), HTLV-1 also integrates its genome into host cells,
thereby establishing a persistent chronic infection. While HIV induces a potent
immunodepression by destroying CD4+ T-cells, HTLV-1 promotes the spontaneous
proliferation of CD4+ and CD8 + T-cell subsets, as well as NK cells [11-13].

HTLV-1-infected individuals frequently present immunological abnormalities,
such as increased inflammatory cytokine production and T-lymphocyte activation, as well
as a reduced lymphoproliferative response to recall antigens in vitro [13, 14]. Moreover,
immune system activation occurs more frequently and with greater intensity in
individuals with HAM/TSP [14, 15]. These individuals often present alterations in
regulatory T-cells [16, 17].

In the HIV infection, the plasmatic viral load is positively correlated with the
intensity of T-cell activation, as well as the destruction of CD4" T-lymphocytes and a
progression to AIDS [18]. By contrast, HTLV-1 proviral load (PVL) is not widely
recognized as a biomarker to predict HTLV-associated disease evolution. HTLV-1 PVL
is considered low if the proportion of infected PBMCs is lower than 1%, and high if
greater than 5% [19]. High PVLs are commonly found in individuals with HAM/TSP [20,
21], infective dermatitis [22] and Keratoconjunctivitis sicca [23]. However, in some
cases, asymptomatic individuals may have high PVLs and exhibit an exacerbated

inflammatory response [14, 21]. To investigate the association between PVL and immune
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system activation, the present study evaluated the phenotypic profile of CD4" and CD8"
T-cells in asymptomatic individuals infected with HTLV-1.
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Methods

Subjects. Asymptomatic HTLV-1-infected subjects were sequentially selected from the
Bahia School of Medicine and Public Health HTLV reference center (Salvador, Bahia,
Brazil). They were included if evaluated neurologic examination was normal and had no
clinical complaints. Eleven laboratory staff volunteered as non-infected controls. All
samples were screened for HTLV-1/2 antibodies by an enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) (Ab-Capture ELISA Test System — Ortho-Clinical Diagnostics, Inc.,
Raritan, New Jersey), and positive results were confirmed by Western Blot (HTLV Blot
2.4, Genelabs Technologies, Singapore). Informed written consent was obtained from all
enrolled individuals and the Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ) Institutional Review

Board approved this study.

Proliferation assay. Blood samples were collected from all study subjects in heparin
tubes and peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated using a Ficoll-
Hypaque density gradient centrifuge (Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). Cultures of
10° PBMCs were incubated in triplicate for five days (37°C, 5% CO2) in RPMI-1640
medium (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) supplemented with 2 mM L-
glutamine, 1 mM nonessential amino acids, 1 mM sodium pyruvate, 100 U/ml penicillin,
100 g/ml streptomycin and pooled human AB serum (10%) (Sigma). On the last day of
incubation, cells were pulsed overnight with 1 pCi [3H]thymidine (specific activity, 2
Ci/mmol; ICN, Costa Mesa, CA). Incorporated [3H]thymidine was measured in terms of
mean counts per minute (CPM) using B-radiation counter (MATRIX 9600 direct beta
counter; Packard). Spontaneous proliferation of PBMCs was considered when a mean
CPM value > 500 due in triplicates (i.e., three times the mean counts per minute measured

in uninfected control cells) was obtained.

Flow cytometry. 50 ul of whole blood was incubated for 15 min at room temperature with
anti-CD4 (BD Pharmingen Technical) and the following monoclonal antibodies:
CD45R0, CD25, CD69, CD62L, CD28, and HLA-DR (Immunothec, a Beckman Coulter
Company). Erythrocytes were subsequently lysed with FACS™ lysing solution (Becton-
Dickinson Immunocytometry System, San Jose, CA, USA). After a final wash, the cells
were fixed in PBS containing 1% paraformaldehyde. Alternatively, for detection of
intracellular FoxP3, 80 ul of whole blood was incubated for 15 min at room temperature
with anti-CD3 and CD4 monoclonal antibodies (Becton Dickinson, Mountain View,
Calif.), after 15 min the cells were washed twice with PBS-BSA-Saponin 0,2% and
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blocked with AB serum 1% for 5 min. After that, the cells were incubated with anti-FoxP3
for 30 min. The cells were washed and fixed. Analyses were performed using FACSaria
Il (Becton Dickinson, Mountain View, Calif.) and the software FlowJo 7.5 (Tree stars,

San Diego). At least 10° events were analyzed per sample.

Detection of intracellular IFN-y. PBMCs (2 x 10° cells/well) were cultured in RPMI
1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) medium, supplemented with 25mM of
HEPES, 2mM of L-glutamine, 1 mM nonessential amino acids, 1 mM sodium pyruvate,
100 U/mL of penicillin, 100 g/mL of streptomycin and 10% pooled human AB serum
(Sigma), and plated in triplicate in 96-well U-bottom plates (Costar, Cambridge, MA),
then incubated for 4h at 37°C under 5% CO.. Next, monensin and brefeldin (3ug/ml) in
AB serum (10%) (Sigma) were added to each culture, and then reincubated for 16h. The
cells were then washed with PBS-BSA-PFA-azide (2 mL) and stained with monoclonal
anti-CD4, and antiCD3 antibodies for 15min at 4°C. The cells were then fixed in PBS
containing 4% paraformaldehyde 200ul for 20 min at room temperature, followed by two
washing cycles with 0.1% PBS-BSA-Saponin. Positive control cells were cultured with
2ug/ml phytohaemagglutinin (PHA) (Sigma). To conduct intracellular cytokine staining,
the cells were then reincubated for 30 min with anti-IFN-y-PE monoclonal antibodies or
isotype controls, then washed with 0.1% PBS-BSA-Saponin, and washed again with PBS-
BSA-PFA-azide. Cells were analyzed using a FACSort flow cytometer and data was

interpreted by Cellquest software (Becton Dickinson, Mountain View, Calif.).

Proviral load. PBMCs were obtained from EDTA blood using density gradient
centrifugation and cryopreserved until use. DNA was extracted using a DNA extraction
system (Qiagen, Hilden, Germany). HTLV-1 proviral load was quantified using a real-
time TagMan polymerase chain reaction (PCR) method, as previously described [24].
Briefly, SK110/SK111 primers were used to amplify a 186 bp fragment of the pol gene
and dual TagMan probe (50-FAM/50 VIC and 30-TAMRA) was attached at 4,829-4,858
bp of the HTLV- 1 reference sequence (HTLVATK). Albumin DNA was used as an
endogenous reference and HTLV-1 proviral load was calculated as the ratio of [(HTLV-
1 DNA average copy number)/(aloumin DNA average copy number)] x 2 x 10° and
expressed as the number of HTLV-1 copies per 10° PBMCs.

Statistical analyses. Data are expressed as median and interquartile range (25th
percentile and the 75th percentile). Kruskal-Wallis non-parametric analysis of variance



70

with the Bonferroni-Dunn multiple comparison tests was used to compare healthy donors,
asymptomatic with PVL >and < 1% of infected cells groups. The Fisher exact chi-square
test was used to compare lymphoproliferation frequencies. The correlations were
performed by Spearman correlation test. Significant differences were considered for p

<0.05. GraphPad Prism 5 (La Jolla, CA) Software was used for all statistical analyses.
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Results

The median PVL in all HTLV-1-infected carriers was 1.7% of infected cells (IQR,
interquartile range 0.15-23%), 48% of them had PVL higher than 1% of infected cells.
There were no statistically significant differences in markers of cellular activation of
CD4" T-lymphocytes between PVL > 1% and <1% HTLV-1-infected groups (Figure 1A).
The proportion of both CD4*CD25*"CD45R0O" and CD4+HLA-DR™ T-cells from infected
individuals with PVL > 1% was higher than healthy donors (13.2% vs 4.0%, p=0.02;
18.0% vs. 8.3%, p=0.02, respectively).

Moreover, the frequency of CD4*CD25"CD45RO" T-cell subset was directly correlated
to the HTLV-1 PVL (R = 0.7, p = 0.003).

Concerning the CD8" T-cell subset (Figure 1B), the frequency of CD8"CD28* cells was
similar between PLV > 1% e <1% groups. A lower frequency of cells expressing CD28
was observed in HTLV-1-infected individuals with CPV <1% (median 64%, IQR 51-
75%) compared to healthy donors (median 91%, IQR 71-98%) (p=0.01).

A higher frequency of CD4"IFN-y* T-cells (4.5%) was observed in the PVL > 1% group,
compared to healthy donors (1%) (P = 0.01), while frequencies of CD8*IFN-y" T-cells
was similar for HTLV-1 infected groups and healthy donors (Figure 2). The frequencies
of individuals with spontaneous lymphocyte proliferation in the group CPV > 1% (72%,
13 out of 18) was similar to that observed in the group CPV <1% (64%, 7 out of 11) (P =
0.69). There was no difference between the magnitudes of proliferation between both
groups. However, considering only patients that presented spontaneous proliferation, a
positive correlation between PVL and magnitude proliferation was observed (R =0.7; P
= 0.007). The frequency of CD4*FoxP3" T-cells was higher among individuals infected
with HTLV-1, compared to healthy donors (P=0.01) (Figure 3).
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Discussion

HTLV-1 PVL represents the amount of virus integrated into DNA genome. A higher
frequency of activated CD4" T-lymphocytes expressing CD25+CD45R0O+, HLA-DR*
and of cells producing IFN-y were mostly observed in the subgroup of infected
individuals with CPV > 1% of infected cells, compared to healthy donors. Activation of
T-lymphocytes has been reported more often in HAM/TSP patients. In those, an
expansion in the number of T CD4" e T CD8" lymphocyte subpopulations that present an
higher expression of activation molecules such as CD25 and HLA-DR, a decrease in the
expression of CD28 costimulatory molecule, and of CD18 molecule involved in the
adhesion and cell migration into inflammatory are observed, compared to asymptomatic
carriers [15, 25, 26]. An exacerbated production of proinflammatory cytokines, such as
IL-2, TNF-a, IFN-y, IL-6, and IL-15 have also been reported more frequently in patients
with HAM/TSP [14, 27-29]. However, in some asymptomatic HTLV-1-infected
individuals the activation of the immune system is similar to those with HAM/TSP [14,
28].The influence of HTLV-1 PVL on the immune system was not addressed in these
studies.

HTLV-1 PVL represents the number or percentage of host cells harboring a viral copy
integrated into a host DNA genome. The PVL is considered to be intermediate if the
proportion of infected PBMC is between 1 and 5% [19]. In the last few years, numerous
studies have demonstrated a clear association between high PVL and development of
HAM/TSP and of other inflammatory conditions such as infective dermatitis and
keratoconjunctivitis sicca. Patients with these conditions have a PVL consistently higher
than asymptomatic carriers [21, 23, 30]. Recently, our group suggested a cutoff of 5%
infected cells as best the value to differentiate HAM/TSP patients from asymptomatic
individuals. However, it was observed that about one third of asymptomatic individuals
have PVL that exceed this this level [21].

Furthermore, the majority of infected individuals in this study presented spontaneous
PBMC lymphoproliferation which was directly correlated with the PVL. Classically, the
highest frequency and magnitude of proliferation are found in HAM/TSP [31, 32]
although a lower frequency of infected asymptomatic individuals also presents similar
levels of proliferation [13, 14].

The memory CD4"CD45RO" T-cells are the main target for HTLV-1 infection and are
preferentially involved in the spontaneous proliferation. It is estimated that the rate of

proliferation of memory T-cells induced by the virus reach 3% per day [33].
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The immune response is partially effective maintaining PVL stable over time, probably
due to the cytotoxic response mediated by CD8" T-lymphocytes that destroys infected
cells. However, the immune response is unable to clearance the infection [33-35].
Regarding the subpopulation of CD8" T cells, our study showed a reduced expression of
CD28 in the HTLV-1-infected group, although statistically significant only in the
subgroup with CPV <1% compared to healthy donors.

Low expression of CD28 on T CD8" T-subset has been described primarily in patients
with HAM/TSP [36]. Conversely, in other chronic or persistent infections such as
schistosomiasis, Chagas’ disease, and HIV infection a decrease of CD28 expression is
also found [35, 37, 38].

CD28 is a costimulatory molecule expressed on T lymphocytes that interacts with natural
ligands CD80 and CD86 located on antigen-presenting cells that result in cell activation.
The reduction on CD28 expression found herein may represent a deactivation pathway of
the immune system.

On the other hand, a fivefold increase in the frequency of regulatory T cells
(CD4"FoxP3*) was observed in the group infected with HTLV-1, compared to healthy
donors. These results were similar to those obtained by other studies [17, 39] indicating
that the virus drives an expansion of regulatory T-cells. This expansion however would
not be sufficient to control cell activation induced by the HTLV-1 infection. However, it
has been reported that Forkhead box P3 (FOXP3) protein may be transiently expressed
on activated T CD4" cells and its expression does not necessarily convey regulatory
function [40, 41]. In the present study, we were unable to evaluate the function of these
cells.

In summary, the results presented herein indicate that intermediate HTLV-1 PVL is
associated with activation of both CD4" and CD8" T-lymphocytes in asymptomatic
individuals. Prospective studies should be conducted to evaluate whether asymptomatic
individuals with higher PVL and high immune activation are more prone to developing
HTLV-1-associated diseases. The HTLV-1 PVL may be a relevant marker in monitoring

asymptomatic individuals.
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Legends

Figura 1. Activation profile of CD4+ (A) and CD8+ (B) T-lymphocytes from
asymptomatic HTLV-1-infected individuals.Flow cytometry was performed using
fresh whole blood samples. Data represents median and interquartile range.
Asymptomatic HTLV-Llinfected individualswere grouped according to HTLV-1PVL
expressed as >1% and<1% of infected cells. HD (health donors). Kruskal-Wallis test with
the Bonferroni-Dunn multiple comparisons. The level of significance was set at P < 0.05.

Figure 2. Intercellular detection of IFN-y from asymptomatic HTLV-1 infected
individuals. PBMCs (2 x 10° cells/well) were cultured for 18 hours. Data are presented
as median (interquartile range). P-value: Kruskal-Wallis test with the Bonferroni-Dunn
multiple comparisons.to compare HTLV-1 PVL >1% and <1% infected cells groups and

healthy donnors(HD).The level of significance was set at P < 0.05.*p=0.02.

Figure 3.CD4+FoxP3+ T-cell frequency in both HTLV-1-infected and healthy
donors.Data are presented as median (interquartile range). The Mann—-Whitney U-test
was used to comparehealthy donors (HD; n = 5) and asymptomatic HTLV-1-infected
individuals (ASS; n = 15). ASS individuals had PVL<1% infected cells, except one 26%
of infected cells. * p=0.02
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Anexo 3- PHENOTYPIC PROFILE OF T-LYMPHOCYTES OF PATIENTS
INFECTED WITH HUMAN T LYMPHOTROPIC VIRUS TYPE 1 (HTLV-1) AND
DIAGNOSTIC OF POSSIBLE, PROBABLE AND DEFINITE HTLV-1-
ASSOCIATED MYELOPATHY /TROPICAL SPASTIC PARAPARESIS.
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ABSTRACT

The human T lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) causes the HTLV-1-Associated
Myelopathy/ Tropical Spastic Paraparesis (HAM/TSP) that affect less than 5% of infect
individuals. However, HAM/TSP may be suspected in some patients but the complete
diagnosis criteria are not met. The aim of this study was to characterize the cells
phenotypically T lymphocyte subpopulations in asymptomatic individuals and in patients
with HAM/TSP definite, probable and possible. One hundred three patients from the
HTLV center of Bahiana Medicine School and Public Health (EBMSP) and 19 uninfected
donors were evaluated. Patients were categorized in asymptomatic and HAM/TSP
probable (Pb) e Possible (Ps) and definite (D) according to the degree of ascertainment
level of HAM/TSP diagnosis. The phenotypic profile of T cell subsets was evaluated
using flow cytometry. The proviral load was quantified by real time polymerase chain
reaction (PCR). The proportions of TCD4'HLA-DR* and TCD8'HLA-DR were
significantly higher in both HAM/TSP Pb and D patients compared to asymptomatic
individuals. Moreover, there was a strong positive correlation between the proportion of
both T CD4" and CD8" T-cell subsets and proviral load. The proportion of CD4*CD25*
T-cells was higher in the HAM/TSP-D group compared to asymptomatic individuals. In
conclusion, we found that both HAM/TSP Pb and D have an activated phenotypic profile

compared to asymptomatic individuals.

Keys word: HTLV, proviral load, HAM/TSP, T CD4+ lymphocytes, activation.
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Introduction

Human T lymphotropic virus type-1 (HTLV-1) is associated with the development of
adult T-cell leukemia/lymphoma (ATLL), HTLV-1-Associated Myelopathy/ Tropical
Spastic Paraparesis (HAM/TSP) and uveitis associated with HTLV-1 (GESSAIN
CASSAR, 2012). It is thought that the majority of HTLV-1-infected individuals (95-98%)
remain asymptomatic during their life. However, recent evidences indicated a high
frequency of neurological disorders, rheumatic and ocular manifestations in individuals
considered as asymptomatic to HTLV-1-associated diseases (CASKEY, M. F. et al.,
2007; POETKER et al., 2011). HTLV-1 is also associated with other inflammatory
diseases, including arthritis (IJICHI et al., 1993; MORGAN et al., 1989), polymyositis
and Sjogren's syndrome and Keratoconjunctivitis Sicca (EGUCHI et al., 1995; MERLE
etal., 1996)..

The HTLV-1 infects preferentially CD4+ T-memory cells (CD45R0O) and promotes a
persistent and active infection (PRINCE et al., 1995). The immunological hallmark of
HTLV-1-infection is the spontaneous lymphocyte proliferation observed in the majority
of infected individuals (MASCARENHAS et al., 2006; PRINCE et al., 1995). Higher
expression of activation molecules (CD25, CD45R0, HLA-DR) in both CD4" and CD8*
T-cells and increased secretion of pro-inflammatory cytokines such as TNF-alpha (TNF-
a), IFN-gamma (IFN—y) are also described in infected patients, especially with those with
HAM/TSP (CHOI et al., 2002; KOHNO et al., 2005; MUKAE et al., 1994; YAMANO
et al., 2005).

One of the challenges of the clinical management of HTLV-1-infected patients
with myelopathic symptoms is to establish the definite diagnosis of HAM/TSP. Current
HAM/TSP diagnostic procedures are based on criteria established by the World Health
Organization (WHO), which consists of a list of neurological signs and symptoms in
HTLV-1 seropositive subjects. To complement WHO criteria, a new classification
strategy, the Belem Criteria, based on three diagnostic ascertainment levels was proposed
(DE CASTRO-COSTA et al., 2006). HTLV-1- infected patients with neurological
defects are categorized as: (i) Definite HAM/TSP: patients who meet the established
WHO criteria with a complete clinical presentation; (ii) Probable HAM/TSP: patients
with a myelopathic mono-symptomatic presentation, in which other diseases resembling
HAM/TSP have been excluded; (iii) Possible HAM/TSP: patients who present with a
complete or incomplete clinical picture; however, other disorders resembling HAM/TSP

cannot be excluded.



86

The present study aimed to describe the phenotypic profile of CD4+ and CD8+ T-
lymphocytes from HAM/TSP Ps, Pb and D patients classified according to Belem criteria

compared to asymptomatic carriers.

Methods

Subjects. HTLV-1-infected subjects were sequentially selected from the HTLV center of
the Bahiana School of Medicine and Public Health (Salvador, Bahia, Brazil). They were
sequentially included following a neurologic examination and were separated in four
groups: asymptomatic (ASS) n=44, HAM/TSP possible (Ps) n=7, HAM/TSP probable
(Pb) n=6 e HAM/TSP definite (D) n=37. The infected individuals were 19 laboratory staff
volunteered as non-infected controls. All samples were screened for HTLV-1/2
antibodies by an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (Ab-Capture ELISA Test
System — Ortho-Clinical Diagnostics, Inc., Raritan, New Jersey), and positive results were
confirmed by Western Blot (HTLV Blot 2.4, Genelabs Technologies, Singapore).
Informed written consent was obtained from all enrolled individuals and the Oswaldo
Cruz Foundation (FIOCRUZ) Institutional Review Board approved this study.

Flow cytometry.50ul of whole blood was incubated for 15 min at room temperature with
anti-CD4 (BD Pharmingen Technical) and the following monoclonal antibodies: CD3,
CD25, HLA-DR (BD Pharmingen Technical). Erythrocytes were subsequently lysed with
FACS™ lysing solution (Becton-Dickinson Immunocytometry System, San Jose, CA,
USA). After a final wash, cells were fixed in PBS containing 1% paraformaldehyde.
Alternatively, for detection of intracellular FoxP3,80ul of whole blood was incubated for
15 min at room temperature with anti-CD3 and CD4 monoclonal antibodies (Becton
Dickinson, Mountain View, Calif.), after 15 min cells were washed twice with PBS-BSA-
Saponin 0,2% and blocked with AB serum 1% for 5 min. After that, cells were incubated
with anti-FoxP3 for 30 min. The cells were washed and fixed. Analyses were performed
using FACSaria Il (Becton Dickinson, Mountain View, Calif.) and the software FlowJo
7.5 (Tree stars, San Diego). At least 10° events were analyzed per sample

Proviral load. PBMCs were obtained from EDTA blood using density gradient
centrifugation and cryopreserved until use. DNA was extracted using a DNA extraction
system (Qiagen, Hilden, Germany). HTLV-1 proviral load was quantified using a real-
time TagMan polymerase chain reaction (PCR) method, as previously described [24].
Briefly, SK110/SK111 primers were used to amplify a 186 bp fragment of the pol gene
and dual TagMan probe (50-FAM/50 VIC and 30-TAMRA) was attached at 4,829-4,858
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bp of the HTLV- 1 reference sequence (HTLVATK). Albumin DNA was used as an
endogenous reference and HTLV-1 proviral load was calculated as the ratio of [(HTLV-
1 DNA average copy number)/(albumin DNA average copy number)] x 2 x 10%nd
expressed as the number of HTLV-1 copies per 10°PBMCs.

Statistical analyses. Data are expressed as median and interquartile range (25th percentile
and the 75th percentile). Kruskal-Wallis non-parametric analysis of variance with the
Dunn multiple comparison tests was used to compare healthy donnors, with of infected
patients groups. The correlations were performed by Spearman correlation test.
Significant differences were considered for p <0.05. GraphPad Prism 5 (La Jolla, CA)
Software was used for all statistical analyses.
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Results

The clinical characteristics of patients are presented in Table 1. A statistically significant
difference in the proviral load was observed in HAM/TSP-D patients compared to
asymptomatic individuals (p <0.0001).

The expression of CD25"CD4" T lymphocytes was similar between the groups analyzed
(Figure 1). The expression of CD4*"HLA-DR" was higher in patients with HAM/TSP-
Defined (median 35.2%) and Probable (median 37.7%) Possible (median 18.6%)
compared to uninfected controls (median 5.78%) (p <0.0001) and asymptomatic patients
(median 8.9%) (p = 0.0007) (Figure 2A). Two patients with HAM/TSP-D had a
proportion of CD4"HLA-DR™ 15 times higher than median of uninfected controls.

The frequency of CD8"HLA-DR™ T-cells was significantly higher in HTLV-1-infected
patients compared with uninfected controls (p=0.0001). Moreover, CD8"HLA-DR" T-
cells of HAM/TSP- Pb (54%) and HAM/TSP-D (24%) was higher than to asymptomatic
individuals (8.7%) (p<0.0001) (Figure 2B). In addition, there was a positive correlation
between the proportion of both CD4*HLA-DR* T-cells (Spearman r= 0.5, p=0.0003),
CD8*HLA-DR" (r=0.44, p=0.0003) and proviral load (Figure 2C and 2D, respectively).
The proportion of regulatory T cells (CD4"FoxP3") was evaluated in 45 patients, 13 of
these were asymptomatic, 6 HAM/TSP-Ps, 5 HAM/TSP-Pb and 21 HAM/TSP-D.
Patients with HAM/TSP-D (4.6%) had a higher frequency of CD4*FoxP3* T-cells
compared to asymptomatic group (5.75%) and uninfected controls (1.2%) (p = 0.04)
(Figure 3A). There was a positive correlation between the proportion of regulatory cells
and proviral load (Figure 3B) (Spearman r=0.5, p=0.02).



89

DISCUSSION

Our results demonstrated that patients infected with HTLV-1 with HAM/TSP
diagnosis present phenotypic abnormalities in T-cell that distinguish them from infected
individuals without neurological symptoms. We demonstrated for the first time that the
proportion of both CD4+HLA-DR+ and CD8+HLA-DR+ T-cell subsets was significantly
higher in patients with HAM/TSP Pb and D compared to those of the asymptomatic
individuals.

HLA-DR molecule is a MHC class Il, which is expressed on the cell surface,
mainly in professional antigen presenting cells (dendritic cells, macrophages and B cells).
However, lymphocytes may express HLA-DR in response to a stimulus, and would be
considered as an activation marker of T-cell. In HIV infection, for instance, a large
expression of HLA-DR molecule is observed in both CD4+ and CD8+ activated T-cells
(KELLEHER et al., 1996). In these patients, increased expression of HLA-DR is straight
associated with a poor prognosis. Treatment with HAART significantly reduces the
expression of HLA-DR (CHOI et al., 2002; XIAO et al., 2011). In HTLV-1 infection, a
higher expression of this molecule has also been associated with development of disease,
especially with HAM/TSP. A previous study showed an increase in the percentage of
CD4+HLA-DR+ T-cells in ambulatory/oligosymptomatic HAM/TSP and hospitalized
HAM/TSP patients, compared with asymptomatic individuals (BRITO-MELO et al.,
2002). In addition, our study also found an increase in the CD8+ T-cells expressing HLA-
DR in patients with HAM/TSP Ps, Pb and D compared to asymptomatic individuals
(BRITO-MELO et al., 2002). Furthermore, a strong correlation was observed between
proportion of both CD4+ and CD8+ T-lymphocyte expressing HLA-DR+ and the proviral
load. An increase in the proportion of CD4+CD25+ T-cells was also observed in patients
with HAM/TSP- D compared to uninfected controls. However, patients with HAM/TSP
Ps and Pb had similar levels compared to asymptomatic carriers. Although no correlation
between proportion of CD25+ cells and proviral load was observed, patients with
HAM/TSP had consistently higher levels of proviral load than asymptomatic individuals.
Thus, the increased proportion of cells expressing CD25 may result from cellular
activation secondary to stimulation caused by the persistence of the virus.

Concerning the regulatory T-cell subset, the proportion of CD4+FoxP3+T-
lymphocytes was higher in both asymptomatic individuals and HAM/TSP-D patients
compared with uninfected controls. Moreover, a positive correlation between proportion
of regulatory T-cells and proviral load was observed. These data suggest impairment in
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the function of regulatory T-cells, which lost their suppressive function. The Foxp3
protein is not exclusively present in regulatory T-cells, and may be expressed in activated
T-lymphocytes (CAVATORTA et al., 2012; SAKAGUCHI et al., 2010). Further studies
should be conducted to assess whether the function of these cells is impaired, which could
not be addressed in the present study.

In our study, we observed a similar activation phenotype of both CD4+HLA-DR+
and CD8+HLA-DR+ in patients with HAM/TSP Ps, Pb and D and a direct correlation
with proviral load. Patients with HAM/TSP D —according to the Belem criteria fully meet
the criteria established by WHO, with a full clinical picture, while HAM/TSP-Pb
correspond to patients presenting mono symptomatic myelopathy (neurogenic bladder,
Babinski sign, spasticity or hyperreflexia in the lower limbs) for which other diseases
resembling HAM/TSP were excluded. Yet, patients with HAM/TSP- Pb are not
recognized as HAM/TSP using WHO criteria. Our results indicate that these two
HAM/TSP groups (Pb and D) had similar phenotypic changes in T-lymphocytes.
Regarding the group HAM/TSP-Ps, it was not possible to identify reliable alterations in
the activation profile of T-lymphocytes. However, there were only few patients in this
group. Recently, it was shown that patients with HAM/TSP- Ps and D had higher levels
of inflammatory cytokines such as IL-6, TNF-a and IFN-y compared to asymptomatic
individuals (STARLING et al., 2013). In our study, we could not determine the level of
plasma cytokines. However, according to the Belem criteria, HAM/TSP-Ps patients have
neurological myelopathy (complete or incomplete clinical presentation) however
disorders that can resemble HAM/TSP have not been excluded.

In summary, we observed that the proportion of cells expressing HLA-DR and HTLV-1
proviral load might represent markers to discriminate asymptomatic individuals from
those with HAM/TSP (Possible, Probable and Defined). Further longitudinal studies

should be conducted to better assess these markers.
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TABLE 1. Clinical Characteristics of HTLV-1 infected individuals.
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Subjects N (94) - Age' - Sex - PVL —
Mediana [min-max] FEM N (%) Median N [min-max]
Asymptomatic 44 41 [25-71]* 31(80) 0.1 35 [0-6]
HAM/TSP-Possible 6 45 [36-68] 3 (60) 6 4 [2,7-13]
HAM/TSP-Probable 7 53 [30-71] 6 (86) 6 7 [2,5-57]
HAM/TSP-Definite 37 48 [32-59] 25 (68) 10.5 24 [1,4-59,5]
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LEGENDS

Figure 1. Expression of CD25* in Asymptomatic and HAM/TSP groups. Data
represent the CD25"cells in the CD4* population from freshly whole blood. The Kruskall-
Wallis test and Dunns post test were used to evaluate differences between the groups
health controls (HD) n=19, HAM/TSP possible (HAM-Ps)n=4, Probable (HAM-Pb)n=7
e Definite (HAM-D)n=37patients. *p=0,04.

Figura 2. Median percentage of CD4+ and CD8+/and correlation with proviral load
of HTLV-1 infected individuals. Data are expressed percentage of HLA-DR on
CD4*HLA-DR*(A) and CD8"HLA-DR*(B) population. Were analyzed 19 health controls
(HD), n=8 HAM/TSP possible (HAM-Ps), n= 7 Probable (HAM-Pb) e n=37 Definite
(HAM-D) patients. The horizontal bar represents the median. and The Spearman test was
used to evaluate the correlation between the frequency of CD4"HLA-DR™ cells (C),
CD8*HLA-DR*(D) and proviral load in HTLV-1-infected subjects (HD, HAM-Ps, HAM-
Pb and HAM-D), (Spearman r=0,46, p=0,0003).

Figure 3. Proportion of CD4*Foxp3*in the subjects of the study. Data represent the
Foxp3*cells in the CD4* population from freshly whole blood. The Kruskall-Wallis test
and Dunnspost test were used to evaluate differences between the groups health controls
(HD) n=6, HAM/TSP possible (HAM-Ps) n=8, Probable (HAM-Pb)n= 7 e Definite
(HAM-D) n=37 patients. *=0,04.
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